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RESUMEN
En el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer hay pocos fármacos que pueden
retrasar la muerte neuronal, para lo cual se utilizan antioxidantes e inhibidores de la
acetilcolinesterasa para tratar el estrés oxidativo y mantener las concentraciones
del neurotransmisor acetilcolina. Por estas razones, la industria farmacéutica se ha
centrado en encontrar nuevos compuestos de origen vegetal con multifuncionalidad
para tratar la enfermedad. En Colombia algunas especies de la familia Annonaceae
presentan frutos comestibles reconocidos por su alto contenido nutricional y
múltiples propiedades medicinales. Sin embargo, el potencial medicinal de las
semillas no se utiliza ya que se trata de un residuo postconsumo, aunque esta
familia se caracteriza por el alto contenido y diversidad de alcaloides. El objetivo de
este estudio fue evaluar la inhibición de la acetilcolinesterasa (AcHE) y la actividad
antioxidante de los extractos etanólicos y las fracciones alcaloides de semillas de
Annona cherimola, Annona muricata y Annona squamosa. La actividad antioxidante
se evaluó por dos métodos: DPPH * (1,1-difenil-2-picrilhidrazil) y poder antioxidante
reductor férrico (FRAP). De la extracción con etanol al 96% se obtuvieron los
rendimientos entre 3,72 y 20%, en la extracción de ácido base se determinó que el
contenido de alcaloides en los extractos crudos fue del 3 al 11% para las tres
especies. En el ensayo FRAP se obtuvieron valores entre 38,23 ± 3,02 - 361,87 ±
3,67 µmol equivalentes Trolox / g de extracto, donde la fracción CHCl3 de A.
muricata tuvo la mayor actividad. En el ensayo DPPH, los valores entre 33,42 ± 2,31
- 82,66 ± 0,87 µmol Trolox equivalentes Trolox / g extracto, donde la fracción CHCl3:
EtOH de A. squamosa tuvo la actividad más alta. En el ensayo de inhibición
enzimática el intervalo de actividad fue de 4,59 ± 0,15 a 31,13 ± 1,61% donde la
fracción de CHCl3: EtOH de A. squamosa tuvo la actividad más alta. Además, ambas
actividades fueron evaluadas por bioautografía mostrando que los alcaloides
revelados con dragendorff en el sistema de alta polaridad (diclorometano: metanol
9: 1) mostraron la inhibición de la acetilcolinesterasa y la actividad antioxidante con
0,2% de DPPH en etanol y β-caroteno a 0,005%. Este trabajo contribuye al
conocimiento fitoquímico de los residuos post-consumo, lo que permite evidenciar
su potencial para obtener antioxidantes naturales como alternativa en el tratamiento
de la enfermedad de Alzheimer.
PALABRAS CLAVE:
Annona, AcHE, Antioxidantes, Alcaloides, Semillas.

ABSTRACT
There are few drugs that can delay neuronal death used In the treatment of
Alzheimer disease, for which antioxidants and acetylcholinesterase inhibitors are
used to treat oxidative stress and maintain the concentrations of the neurotransmitter
acetylcholine. For these reasons, the pharmaceutical industry has focused on finding
new compounds of plant origin with multifunctionality to treat the disease. In
Colombia some species of the Annonaceae family present edible fruits recognized
for their high nutritional content and multiple medicinal properties. However, the
medicinal potential of the seeds is not used since it is a post-consumer residue,
although this family is characterized by the high content and diversity of alkaloids.
This study aimed to evaluate the acetylcholinesterase inhibition (AcHE) and
antioxidant activity of ethanolic extracts and alkaloid fractions from seeds of Annona
cherimola, Annona muricata, and Annona squamosa. The antioxidant activity was
assessed by two methods: free radical scavenging DPPH* (1,1-diphenyl-2picrilhydrazyl) and ferric reducing antioxidant power (FRAP). From the extraction
with 96% ethanol the yields were obtained between 3.72 and 20%, in the base acid
extraction it was determined that the alkaloid content in the crude extracts was higher
than 11% for the three species. In the FRAP assay, values between 38.23 ± 3.02 361.87 ± 3.67 µmol Trolox equivalents /g extract were obtained, where the CHCl3
fraction of A. muricata had the highest activity. In the DPPH assay, values between
33.42 ± 2.31 - 82.66 ± 0.87 µmol Trolox equivalents /g extract, where the CHCl3:
EtOH fraction of A. squamosa had the highest activity. In the enzyme inhibition assay
the activity range was 4.59 ± 0.15 at 31.13 ± 1.61% where the CHCl3: EtOH fraction
of A. squamosa had the highest activity. In addition, both activities were evaluated
by bioautography showing that alkaloids revealed with dragendorff in the system of
high polarity (Dichloromethane: methanol 9: 1) showed the inhibition of
acetylcholinesterase and antioxidant activity with 0.2% DPPH in ethanol and bcarotene to 0.005%. This work contributes to the phytochemical knowledge of postconsumption residues, which allow to evidence its potential for obtaining natural
antioxidants as an alternative in the treatment of Alzheimer’s disease.
KEY WORDS:
Annona, AcHE, Antioxidant, Alkaloids, Seeds.

INTRODUCCIÓN GENERAL
Las disfunciones cerebrales asociadas a la pérdida de las células neuronales
conllevan al desarrollo de enfermedades neurodegenerativas tales como:
Huntington, Parkinson y las demencias incluyendo la enfermedad de Alzheimer
(EA). En este sentido, la demencia es la única enfermedad que se relaciona con la
EA, siendo aproximadamente el 60 al 80% que presentan de manera simultánea
ambas enfermedades y donde se reporta a nivel mundial que 47 millones de
personas padecen EA o una enfermedad de demencia (1, 2). En Colombia 216.380
pacientes padecen demencia entre los 65 y 85 años, de los cuales el 50 al 70% de
los casos corresponde a EA, siendo más frecuente en la mujer (3, 4).
La EA es la causa más común de pérdida de memoria, desubicación espaciotemporal y deterioro intelectual ocasionado por el daño a nivel celular (5), su
importancia radica en la velocidad de propagación y magnitud del daño cerebral en
el adulto mayor, donde varias funciones cognitivas se ven afectadas ocurriendo un
deterioro en la calidad de vida del paciente y su entorno familiar. Adicionalmente,
se conoce que una de cada cuatro personas está diagnosticada a nivel mundial (2),
y es la principal tasa de mortalidad en el adulto mayor (1).
Hoy en día no se cuenta con un tratamiento efectivo para la cura de enfermedades
neurodegenerativas o demencias, estos se limitan a retrasar su progreso y mejorar
ligeramente la calidad de vida. Entre los tratamientos existen de dos tipos: los
terapéuticos o farmacológicos, donde los primeros buscan amortiguar el progreso
de la enfermedad a través de ejercicios cognitivos (6), mientras que los
farmacológicos usan una serie de medicamentos con acción inhibitoria de la
acetilcolinesterasa (AcHE), canales receptores de N-metil-D-aspartato (NMDA) y
reducción del estrés oxidativo. Sin embargo, la dosis utilizada de estos fármacos
tiende a aumentar con el progreso de la enfermedad y la presencia efectos
secundarios notorios como: náuseas, vómito, pérdida de peso, apetito, debilidad
muscular y diarrea (6). Por lo tanto, la velocidad y agresividad de la enfermedad,
sumado a los costos para tener un tratamiento farmacológico hacen de esta un
problema de importancia en salud pública (7), lo cual conlleva a la necesidad de
buscar nuevas alternativas que contemplan el uso de compuestos antioxidantes e
inhibidores de AcHE que retrasen la muerte neuronal (8–10).
Las plantas ofrecen una fuente innumerable de principios activos, como las especies
pertenecientes a la familia Annonacea, de las cuales se ha reportado gran variedad
de propiedades medicinales como antitumoral (11), antiplasmodial (12),
antiinflamatoria, antimicrobiana (13) y actividad neuroprotectora asociado a la
capacidad para captar radicales libres, debido a la presencia de alcaloides en estas
especies (14). Adicionalmente, las plantas de esta familia se caracterizan por poseer
una amplia distribución tropical y poseer una gran cantidad y diversidad de
alcaloides (isoquinolínicos, protoberberinas y aporfinas) (15) además de ser frutas
de consumo nacional. Entre las especies más importantes de esta familia se

encuentras las pertenecientes al género Annona, las cuales corresponden las
especies objeto de este estudio A. cherimola, A. muricata y A. squamosa.
Chirimoya (Annona cherimola) se encuentra en los departamentos de Boyacá,
Cundinamarca, Antioquia y Nariño. Esta especie se adapta a alturas entre 1.900 a
2.200msnm, con una temperatura mínima de 12°C a 18°C, requiere de una
precipitación de 800 mm y se adapta a diferentes condiciones del suelo prefiriendo
el franco arenoso, con alto contenido de materia orgánica y un pH entre 5,5 y 6. Se
caracteriza por poseer un fruto sincarpo formado por la fusión de múltiples carpelos,
con formas impresa, mamillata, tuberculata umbonata y lisa con un peso entre los
200 y 650 g, sus semillas son oblongas negro-lustradas y cada fruto puede llegar a
contener entre 5 a 23 de estas (16). Esta especie se ha caracterizado por poseer
cualidades antifungicas (17) y antioxidantes (18) atribuidas a compuestos fenólicos,
flavonoides y procianidinas (19, 20).
Guanábana (Annona muricata) está presente en los Departamentos de Tolima,
Santander, Cundinamarca, Risaralda, Caldas, Quindío, Antioquia y Valle (21),
presenta una buena adaptabilidad a las condiciones ambientales como: pH del suelo
entre 5,5 a 6,5, tipo franco, ubicación entre 800 a 1.000 msnm, temperaturas de 23
a 28°C, una humedad relativa de 70% y una precipitación anual de 1.300-1.700 mm
(21). Los frutos son de tipo sincarpo resultado de la fusión de los carpelos, los
pistilos se trasforman en las espinas de la cáscara llegando a medir 1,5mm de largo;
un fruto puede llegar a pesar hasta 7 kg, y poseer hasta 120 o más semillas
oblongas de color negro o marrón lustradas (22). En cuanto a las investigaciones
que se han llevado a cabo sobre esta especie se conocen variedad de propiedades
medicinales destacando el potencial para tratar la diabetes (23) o como antitumoral
(24), entre otras también conocidas e importantes. Este tipo de propiedades se ha
atribuido a compuestos fenólicos, flavonoides y acetogeninas (25–27).
Por último, el Anón (Annona squamosa) que se encuentra entre los 450 y 1.500
msnm con pocas fluctuaciones donde las temperaturas mínimas convenientes son
de 10 a 20°C y 22 a 28°C, es considerada una de las Annonaceas más resistentes
al frío y a temporadas de sequía donde requiere de una precipitación anual de 750
a 1200mm. Adicionalmente, es poco exigente a la calidad de los suelos ya sean
pedregosos, arenosos hasta franco arcillosos, con un pH de 7 a 8. Esta especie se
encuentra en la Costa Atlántica, valles secos interandinos, en los departamentos de
Valle, Caldas, Huila, Tolima, Cundinamarca, Meta, Santander y Norte de Santander.
Puede llegar a producir después de los 3 años entre 100 y 150 frutos por árbol al
año. Estos son del tipo sincarpo formado por múltiples pistilos de la flor, siendo cada
escama formada por la fecundación de un carpelo; son globosos-oviformes con
forma acorazonada con 5 a 12cm de diámetro y un peso entre los 200 a 800 g. Sus
semillas son oblongas, negro-lustradas o café-oscuras (28). Para el caso de esta
especie se ha identificado las propiedades analgésicas y anti-inflamatorias (29) al
igual que la Guanábana y el Anón también ha demostrado tener el potencial como
antitumoral (30) y antioxidante atribuido a compuestos fenólicos y flavonoides (31,
32).

PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN
¿Los extractos y fracciones alcaloidales de semillas de A. cherimola, A. muricata y
A. squamosa poseen la actividad antioxidante como inhibitoria de la enzima
acetilcolinesterasa?

HIPÓTESIS DE ESTUDIO
H1: Extractos y fracciones de semillas de A. squamosa, A. cherimola y A. muricata
poseen inhibición de la Acetilcolinesterasa
H2: Extractos y fracciones de semillas de A. squamosa, A. cherimola y A. muricata
poseen actividad antioxidante
H3: El fraccionamiento de los extractos potencia la actividad antioxidante como
inhibitoria de la Acetilcolinesterasa

OBJETIVOS
GENERAL
Determinar el potencial de los extractos y fracciones alcaloidales obtenidos a partir
de semillas de A. squamosa, A. cherimola y A. muricata, como antioxidante e
inhibidor de la enzima acetilcolinesterasa.
ESPECÍFICOS
1. Evaluar el potencial de inhibición de la enzima acetilcolinesterasa de los extractos
etanólicos y fracciones alcaloidales de las especies A. squamosa, A. cherimola y
A. muricata.
2. Determinar la capacidad antioxidante de los extractos etanólicos y fracciones
alcaloidales de las especies A. squamosa, A. cherimola y A. muricata, por los
métodos de DPPH y FRAP.
3. Determinar si existe relación entre la actividad acetilcolinesterasa y capacidad
antioxidante en los extractos etanólicos y fracciones alcaloidales de las especies
A. squamosa, A. cherimola y A. muricata.
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CAPÍTULO
1.
ANALISIS
FITOQUIMICO
E
INHIBICIÓN
DE
LA
ACETILCOLINESTERASA DE EXTRACTOS Y FRACCIONES ALCALOIDALES
DE SEMILLAS DE TRES ESPECIES DEL GÉNERO Annona (ANNONACEAE).
RESUMEN
Entre los compuestos que han sido reconocidos por potencial farmacológico se
encuentran los alcaloides que poseen propiedades analgésicas, estimulantes del
sistema nervioso central, antimicrobianas, insecticidas e inhibidoras de la AcHE.
Dentro de las plantas conocidas por sus propiedades y alto contenido de alcaloides
se encuentran las especies pertenecientes a la familia Annonaceae. En este
sentido, en este estudio se evaluó el potencial de inhibición de la enzima
acetilcolinesterasa de los extractos alcaloidales de las especies A. squamosa, A.
cherimola y A. muricata. De acuerdo con lo mencionado anteriormente, se separó
manualmente las semillas de los frutos de las tres especies objeto, las cuales se
secaron a temperatura ambiente y se sometieron a maceración con etanol al 96%,
para la obtención de extractos crudos y las fracciones alcaloidales (FA) fueron
obtenidas a partir de extracción ácido-base. A los extractos y fracciones se evaluó
la capacidad inhibitoria de AcHE por medio de un método espectrofotométrico en el
cual se utilizó la enzima aislada de anguila eléctrica (C. 3.1.1.7), como control
positivo el alcaloide Berberina (0.33 – 2.68 µM) y para cada extracto una
concentración de 5 mg/mL. A partir de la extracción ácido-base se determinó que el
contenido de alcaloides en los extractos crudos fue del 5 al 11% para las tres
especies y en el ensayo de inhibición enzimática el rango estuvo entre el 4.59 al
31.13 %, siendo el extracto y las fracciones de A. squamosa los que presentaron la
mayor actividad. De esta manera se determinó que los extractos etanólicos y
fracciones obtenidas a través de maceración con etanol al 96% y acido – base
poseen la capacidad para inhibir la enzima, destacando la FA de CHCl 3 de A.
squamosa por presentar la mayor inhibición y por ende esta especie posteriormente
pueda ser objeto de estudios biodirigidos que permita el aislamiento de compuestos
inhibitorios de AcHE.
PALABRAS CLAVE
Annona, Inhibición AcHE, Antioxidantes, Alcaloides, Semillas.

INTRODUCCIÓN
La EA se caracteriza por múltiples factores como: acumulación y formación de
placas β-amiloides, defectos intracelulares de la proteína Tau, inflamación en los
tejidos y anomalías en la función de la mitocondria (1). De tal modo, para retrasar el
progreso de la enfermedad el tratamiento farmacológico ha cumplido un papel
importante en esta problemática de salud pública, para lo cual existen dos blancos
terapéuticos que se pueden abordar como la inhibición de la AcHE y el retraso del
estrés oxidativo a partir del uso de antioxidantes (2). La hipótesis colinérgica nace
en los años 20, a partir de los estudios sobre las rutas metabólicas y procesos
cognitivos que dependen de la disponibilidad del neurotransmisor acetilcolina. En el
sistema nervioso, las enzimas de la familia colinérgica (acetilcolinesterasa y
butilcolinesterasa) regulan las cantidades del neurotransmisor a través de la
hidrólisis de la acetilcolina, siendo la inhibición de la enzima la que permite controlar
las concentraciones del neurotransmisor (3). De este modo, se ha sugerido que para
retrasar la muerte de las neuronas colinérgicas es necesario regular las cantidades
de este neurotransmisor (4, 5).
Sin embargo, en la actualidad se han reportado numerosos efectos secundarios
asociados al uso de los fármacos, (6) por lo que las plantas han sido objeto de
estudios dirigidos hacia la búsqueda de nuevas alternativas para el tratamiento de
este tipo de enfermedades, que contemplan desde la inhibición de la AcHE (in vitro)
hasta ensayos en cultivos celulares con extractos y compuestos bioactivos (7).
Dentro de los compuestos que cumplen dicha función se han contemplado el uso
de alcaloides como la galantamina o rivastigmina, compuestos capaces de inhibir la
actividad de la AcHE, de manera eficiente (7).
Las pruebas in-vitro se han utilizado en la evaluación de especies vegetales
teniendo en cuenta que es una técnica rápida, fácil y versátil (8). Posteriormente, se
realizan otro tipo de estudios dirigidos hacia la búsqueda de nuevos principios
activos con potencial neuroprotector, los cuales son realizados en cultivos celulares
o sobre ratones. En cuanto a lo reportado en cultivos primarios y secundarios de
células neuronales para medir el potencial biomédico de algunas plantas que
poseen metabolitos con propiedades neuroprotectoras y neurogenerativas se
encuentran los realizados con especies de las familias: Solanaceae (9),
Amaryllidaceae (10, 11), Orchidaceae (12), Rutaceae (13), Apocynaceae (14),
Lilliaceae (15), Rubiaceae (16), Ranunculaceae (17), Fabaceae (18), Monimiaceae
(19, 20) y Annonaceae (21). Por ejemplo, el estudio sobre células PC12 que fueron
inducidas a exocitoxicidad, presentaron una supervivencia del 90% al utilizar el
alcaloide Voacamina, con respecto a los demás compuestos evaluado y al control
positivo que presentó un porcentaje del 10% de supervivencia, lo que demuestra el
potencial medicinal que estos compuestos naturales (14).
Dentro de las familias de plantas mencionadas, se ha reportado que especies de la
familia Annonaceae han sido objeto de investigación en la búsqueda de principios
activos con actividad neuroprotectora, puesto que presentan inhibición sobre AcHE,
actividad antioxidante y neurogénesis. Por ejemplo, se ha evaluado el potencial
inhibitorio sobre la enzima AcHE con derivados de xantonas extraídos de las
semillas de Anaxagore aluzonensis, las cuales presentaron porcentajes de

inhibición del 56.3% (22) y extractos de semillas y hojas de tres especies del género
Annona y una de Duguetia, donde resultaron ser más eficientes los extractos
provenientes de semillas al presentar porcentajes de inhibición enzimática del 52%,
frente a lo obtenido con hojas que fueron del 20-25% (23). Así mismo, se ha
evaluado un alcaloide derivado de triptamina (N-(2-(1H-Indol-3-il)etil)hexadecan-1amino), proveniente de tallos de cuatro especies Annona atemoya, A. muricata, A.
cherimola, Rollinia mucosa, el cual a una concentración de 10nM posee una mayor
actividad antioxidante en comparación a la ofrecida por el fármaco Trolox® (10µM)
y un efecto promotor de elongamiento dendrítico y producción de nuevas
ramificaciones, lo que fisiológicamente podría traducirse como recuperación de la
capacidad de memoria (21), y por ende pueda ser considerado como una alternativa
en el tratamiento para la EA. Este tipo de estudios hacen parte de las nuevas
investigaciones que tienen como propósito encontrar nuevos compuestos
multifuncionales, en los cuales además de encontrar principios activos con actividad
antioxidante, también poseen actividad antiinflamatoria e inhibitoria de la AcHE. De
esta manera, en este trabajo se propuso evaluar el potencial de inhibición de la
enzima acetilcolinesterasa de los extractos alcaloidales de semillas de las especies
A. squamosa, A. cherimola y A. muricata.

MATERIALES Y MÉTODOS
Materiales y preparación de extractos
El material vegetal fue adquirido en la plaza de mercado La Galería de Fusagasugá
(Cundinamarca), una vez separadas las semillas de la pulpa manualmente, se
lavaron y secaron en oscuridad y temperatura ambiente.
El material seco, desinfectado (Agua: Ácido Acético 9:1) y molido (Figura 1.1.)
(622g–A. cherimola, 537g-A. muricata y 531g-A. squamosa) fueron sometidos a
extracción por maceración con etanol al 96% y el solvente se evaporó mediante
destilación a una presión de 220 mbar y temperatura de 50°C por medio de un
Rotavapor IKA RV10 (Figura 1.2.). Posteriormente, se prosiguió con la extracción
ácido‐base para obtener una fracción alcaloidal a partir de cada uno de los extractos
crudos obtenidos. Para lo cual se solubilizó (16.6 g A. cherimola, 3 g A. muricata y
20.03 g A. squamosa) en una mezcla de Et2O: H2O (8:2), después se acidificó con
HCl 2N hasta pH 2,0. La fase orgánica fue separada y la capa acuosa fue extraída
con éter de petróleo (EP) (2x 100mL). La solución acuosa resultante se llevó hasta
pH 9,0 con NH4OH continuamente se particionó con CHCl3 (3 x 100mL) y por último
con CHCl3: EtOH 8:2 (24). Para verificar el contenido de alcaloides en cada una de
las fases de la extracción se realizaron pruebas con el reactivo Dragendorff. Los
porcentajes de rendimiento para cada fracción se calcularon con las siguientes
fórmulas:
𝑃𝑒𝑠𝑜 𝐸𝑡𝑎𝑛𝑜𝑙𝑖𝑐𝑜

(%) Rendimiento de extracto crudo etanólico= ( 𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑆𝑒𝑚𝑖𝑙𝑙𝑎𝑠 ) ∗ 100

Figura 1. 1. Proceso de molienda del material vegetal (Semillas).

Figura 1. 2. Remoción de solvente a presión reducida.

Inhibición de la Acetilcolinesterasa
Se preparó una solución de buffer fosfato de potasio 50mM con pH 8.0, con el cual
se prepararon los siguientes reactivos: Enzima Acetilcolinesterasa de anguila
eléctrica (C. 3.1.1.7) a 0.5 U/mL con 0.1% de albúmina de suero bovino, revelador
(5,5-ditiobis-2-nitrobenzoico DTNB) y el sustrato (yoduro de acetiltiocolina ATCI)
ambos a una concentración de 3mM. Posteriormente, se agregó en una microplaca
de 96 pozos, 15µL de una solución de cada extracto a una concentración de 5
mg/mL disuelto en una solución de 98% Buffer fosfato con 2% de DMSO (M),
seguido se sembró 12.5 µL AcHE (0.5 U/mL), 50 µL del buffer y por último 60 µL del
revelador DNTB. Se incubó a 37°C por 15 minutos, finalmente se adicionó 12.5 µL
del sustrato ATCI y se realizó la toma de datos de absorbancia por 15 min en
intervalos de 90s en lector FLUOstar® BMG LABTECH a una longitud de onda de
420nm, cada muestra fue evaluada por triplicado.

Como control positivo de inhibición se realizó una curva con Berberina (0.33 – 2.68
µM), el control negativo (CN) fue tomado como el solvente de dilución de muestras
y el blanco (B) de cada muestra fue preparando una solución en la que se remplazó
el volumen de sustrato por buffer. Para calcular el porcentaje de inhibición se utilizó
la siguiente fórmula:
(%) Inhibición de la AcHE = (

(𝑀−𝐵)−(𝐶𝑁−𝐵)
(𝐶𝑁−𝐵)

) ∗ 100

Análisis estadístico
Se realizó un análisis descriptivo acompañado de pruebas de normalidad
(Kolmogorov-Smirnov y Shapiro Wilk) y homogeneidad de varianzas (Levene) con
un intervalo de confianza del 95%. Para los datos de la Prueba AcHE se usó la
prueba de Duncan con el programa SPSS.

RESULTADOS
Como se puede observar en la Tabla 1.1. (Datos soporte Anexo 1) los rendimientos
de los extractos etanólicos y de las fracciones alcaloidales de las semillas secas y
molidas, la especie A. squamosa es la que presenta el mayor contenido de
metabolitos solubles en etanol, pero a su vez no es la que presenta el mayor
contenido de alcaloides, puesto que el 68.14% corresponde a compuestos de baja
polaridad que no revelaban con el reactivo de Dragendorff. La especie que presenta
el mayor contenido de alcaloides es A. muricata.
Tabla 1. 1. Rendimientos de extracción para la obtención de extractos crudos y
fracciones alcaloidales de A. cherimola, A. muricata y A. squamosa.
Especie

A. cherimola
A. muricata
A. squamosa

% Rendimiento
Extracción
Etanólica*
Extracto EtOH
3,72
5.49
20

Extracción de Alcaloides (Acido – Base) **
EP
24.15
25.33
68.14

CHCl3
47.77
56.33
11.28

CHCl3: EtOH
3.19
4.00
4.44

EtOH: Etanolico, EP: Eter de petróleo, CHCl3: Cloroformo y CHCl3: EtOH: Cloroformo: Etanol
* Resultados expresados en base a peso semillas secas
**Resultados expresados en base a peso de extracto etanólico

Figura 1. 3. Extracto concentrado de las tres especies. De izquierda a derecha: A.
squamosa (Anón), A. cherimola (Chirimoya) y A. muricata (Guanábana).

En los resultados de los extractos etanólicos y fracciones en la prueba de inhibición
AcHE (Ver Tabla 1.2.) (Datos soporte Anexo 6), se estableció 5 mg/mL como la
máxima concentración evaluada para los extractos, teniendo en cuenta que estos
no se solubilizaron a concentraciones superiores en una solución buffer fosfato con
2% de DMSO. De este modo se pudo observar que las especies A. muricata y A.
squamosa fueron las que presentaron los mayores porcentajes de inhibición de la
enzima, correspondiente a las fracciones de CHCl3: EtOH y EP.
Tabla 1. 2. Inhibición de la AcHE de extractos y fracciones alcaloidales de A.
squamosa, A. cherimola y A. muricata.
Especie
A. cherimola

A. muricata

A. squamosa

Extracto/Fracción
EtOH
EP
CHCl3
CHCl3: EtOH
EtOH
EP
CHCl3
CHCl3: EtOH
EtOH
EP
CHCl3
CHCl3: EtOH

Porcentaje de inhibición (%)
6.29 ±0.60 a
14.77 ±1.78 c
4.59 ±0.15 a
13.44 ±0.58 bc
23.24 ±1.34 f
21.29 ±0.87 e
19.23 ±1.02 d
25.41 ±1.16 g
12.40 ±1.00 b
25.53 ±1.00 g
31.13 ±1.61 i
27.80 ±0.80 h

a-h: Agrupación de acuerdo a la prueba de Duncan, en donde cada letra representa las diferencias estadísticas entre los
grupos.
Promedio ± Desviación estándar, (n=3).

DISCUSIÓN
Entre los antecedentes fitoquímicos y biológicos que presentan las especies del
género Annona, se resalta su potencial como neuroprotector e inhibidor de AcHE
(21, 23). Adicionalmente, estas especies se caracterizan por un alto contenido de
alcaloides, los cuales hacen parte de lo metabolitos más estudiados a lo largo de la
historia por sus múltiples propiedades medicinales (7) Por lo cual, este estudio
contempló la evaluación del potencial inhibidor de AcHE de los extractos etanólicos
y fracciones alcaloidales de semillas de A. cherimola, A. muricata y A. squamosa.
Análisis de la obtención de extractos crudos
En relación con A. muricata los resultados son consistentes con lo obtenido
previamente por Boyom (24) donde se obtuvo un rendimiento de extracción de
5.4%, para extractos etanólicos de semillas, comparado con el obtenido en este
estudio del 5.5% (Ver Tabla 1.1.), bajo las mismas condiciones de extracción. Para
las otras dos especies estudiadas A. cherimola y A. squamosa, este es el primer
reporte en el que se emplea etanol como solvente para la obtención de extractos
crudos a partir de semillas de estas dos especies (Ver Tabla 1.3.).

Al comparar con estudios en los cuales se emplea la misma parte de la planta, pero
la variable es el solvente, se tiene que para A. cherimola solo existen dos
publicaciones previas en las que se empleó hexano y metanol, donde para este
último solvente se tienen dos resultados diferentes a pesar de utilizar semillas en
ambos casos. Esto puede ser explicado a que en el trabajo realizado por García
(25), se realizó un desengrasado previo del material vegetal que disminuyó el
contenido de metabolitos solubles en metanol. Así mismo, estos dos reportes
presentan resultados superiores a los obtenidos en el presente estudio, e indicando
que para obtener mayores rendimientos se debe emplear solventes de alta
polaridad como metanol.
De manera similar, se han utilizado dos solventes de alta polaridad (etanol y
metanol) para la obtención de extractos crudos a partir de semillas de A. muricata,
sin observar diferencias entre los dos solventes (Ver Tabla 1.3.), teniendo en cuenta
que en ambos casos el rendimiento fue del 6% (24, 26). Finalmente, para A.
squamosa los reportes de extracción sobre semillas se han realizado con acetato
de etilo y metanol, siendo este último el de menor rendimiento obtenido (Ver Tabla
1.3.), si bien ambos reportes no superan a lo realizado con etanol se puede observar
que el rendimiento de extracción puede variar de acuerdo a condiciones como el
solvente, el método de extracción y la parte de la planta empleada (26, 27).
Con respecto a lo obtenido con rendimientos etanólicos de semillas de especies de
la misma familia se encontró que solo la especie A. squamosa obtuvo un mayor a
rendimiento en comparación a lo reportado para Annona cornifolia con un
rendimiento de 14.1% (28) y 15% para Xylopia parviflora (24).
Sin embargo existen reportes para otros órganos las estas plantas evaluadas en
este estudio, como es el caso de A. cherimola existe un reporte en donde se empleó
el mismo solvente extracción, pero en este se utilizó la pulpa y cáscara obteniendo
rendimientos del 0.3 y 0.2% respectivamente (29), siendo resultados inferiores a lo
obtenido en el presente estudio para semillas, lo cual puede ser explicado a que las
semillas son un reservorio de metabolitos como mecanismo de defensa a la
herbivoría (30).
En cuanto a los rendimientos de extractos etanólicos de hojas de A. muricata
obtenidos en un estudio previo fue del 11.2% superando lo obtenido en semillas,
esta tendencia donde las hojas presentan un mayor contenido de metabolitos
secundarios en comparación a las semillas, es similar a lo encontrado por Boyom
para esta misma especie (24). Esto puede ser explicado al proceso de adaptación
que han adquirido las plantas y en especial las hojas, como mecanismo de defensa
frente a condiciones bióticas y abióticas (31, 32). Para el caso de A. squamosa en
este estudio el rendimiento de semillas fue superior (20%) frente a lo reportado
previamente para las hojas y semillas (8.2% y 17.14%) al emplear una extracción a
temperatura ambiente y Soxhlet respectivamente (33, 34).

Tabla 1. 3. Rendimientos de extracción para la obtención de extractos crudos de
especies de la familia Annonaceae.
Especie
A. cherimola

Parte de la Planta
Semillas

Solvente
Hexano
Metanol
Etanol

A. muricata

Pulpa
Cascara
Semillas
Hojas

A. squamosa

Semillas
Hojas

Tallo
A. cornifolia
X. parviflora

Semillas
Semillas

Etanol
Metanol
Etanol

Metanol
Acetato de etilo
Metanol
Etanol
Metanol
Etanol
Metanol
Etanol
Etanol

Rendimiento (%)
4.30
3.20
7.00
0.30
0.20
6.00
6.00
11.10
10.60
12.20
15.20
12.50
3.00
8.20
17.10
3.10
6.60
2.80
14.10
15.00

Ref
(25)
(25)
(35)
(29)
(29)
(24)
(35)
(36)
(24)
(37)
(38)
(39)
(40)
(33)
(34)
(41)
(42)
(41)
(28)
(24)

Análisis de la obtención de fracciones alcaloidales
En relación con el contenido de alcaloides se encontró que A. squamosa a pesar de
ser la especie con mayor rendimiento durante la extracción con etanol, fue la que
presentó un menor contenido de alcaloides tras el desengrasado y la extracción
ácido-base. Adicionalmente, se determinó que A. cherimola y A. muricata son las
especies con mayor rendimiento en la fracción alcaloidal de CHCl 3, y para todas las
especies presentaron las fracciones CHCl 3: EtOH un porcentaje similar (Ver Tabla
1.1.). Cabe destacar que la extracción seleccionada fue resultado de una serie de
pruebas preliminares donde se variaba el tipo y proporción de solventes para
disolver el extracto etanólico, así como la realización de un pre-tratamiento
(desengrasado) de acuerdo a la metodología reportada por Patiño (43).
De igual forma como ocurrió con la extracción de extractos etanólicos, este es el
primer reporte para la obtención de fracciones alcaloidales de semillas de A.
muricata y A. squamosa. Estudios realizados con semillas sólo existe un reporte
realizado para A. cherimola en donde se empleó una extracción de tipo Soxhlet con
metanol con un rendimiento alcaloidal del 16.7%, el cual es inferior al obtenido en
el presente estudio (44). Sin embargo, en relación a las otras especies de esta
investigación, se encuentran reportes para otros órganos de la planta, como lo

reportado para tallos de A. squamosa y hojas de A. muricata con rendimientos del
1.2% (42) y 4.5%, respectivamente (38), en las cuales se utilizó una extracción
primaria con metanol a temperatura ambiente.
En relación con especies del mismo género se ha reportado para hojas de A.
leptopetala (45), A. salzmannii, A. vepretorum (46), A. serica (47) y A. atemoya (A.
cherimola x A. squamosa) (48), rendimientos de extracción entre el 0.21% – 1.44%,
al emplear extractos metanólicos para la obtención de fracciones alcaloidales de
CHCl3, posterior a un desengrasado con hexano, siendo inferiores a los obtenidos
en el presente estudio. Así mismo, al igual que en este estudio se reportó un alto
rendimiento de extracción de alcaloides para tallos de Artabotrys odoratissimus con
un rendimiento del 48% (49), al realizar una extracción acido – base a partir del
extracto metanólico.
Es necesario aclarar que no se han reportado el aislamiento e identificación de los
alcaloides presentes en las semillas de las tres especies de estudio, y dentro de los
reportes fitoquímicos se han restringido al aislamiento de acetogeninas,
diterpenoides y péptidos (50–56). Específicamente, se ha reportado el aislamiento
de los alcaloides Anonaina y Samoquasina A, a partir de semillas de A. squamosa
(57). Por lo cual, se hace necesario continuar con este tipo de investigaciones que
contribuyan a conocer la composición química de esta parte de la planta.
Inhibición de la AcHE
La inhibición de la AcHE hace parte los blancos de tratamiento farmacológico de la
EA, en la cual tiene como objetivo mantener las concentraciones de acetilcolina para
ralentizar la muerte neuronal. De este modo las investigaciones han ofrecido a lo
largo del tiempo la búsqueda de nuevas alternativas para inhibir la enzima a través
de prueba rápidas orientadas hacia evaluar el potencial de un extracto o compuesto,
como la reportada por Ellman et al (8) (Ver Figura 1.4). Adicionalmente, teniendo
en cuenta que las semillas son reconocidas como una buena fuente de metabolitos
secundarios (58), dentro de los cuales se encuentran los alcaloides reconocidos por
su importancia medicinal e innumerables propiedades y aplicaciones (7). Esto
sumado al escaso número de investigaciones donde se utiliza esta parte de la
planta, hace de este estudio necesario para encontrar nuevas fuentes de
compuestos activos.

(59)
Figura 1. 4. Mecanismo de formación de la coloración en la reacción llevada por la
unión del revelador (DNTB) con el producto formado a partir de la hidrólisis que
realiza la enzima AcHE sobre el sustrato (ATCI). Imagen tomada de Marston (59)

En cuanto a los reportes sobre especies de la familia Annonaceae solo se han
evaluado dos especies del género Annona. Uno de los estudios ha sido realizado
para A. squamosa, en el cual se evaluó la actividad del extracto etanólico de
semillas el cual presentó un porcentaje de inhibición de la AcHE del 0.5%, valor
inferior a lo obtenido en el presente estudios. Sin embargo, este resultado no puede
ser comparado con los resultados obtenidos, teniendo en cuenta que el autor no
indica la concentración empleada en el ensayo (60). En cuanto a la segunda especie
Annona glabra se realizó un estudio biodirigido del extracto etanólico del tallo de
esta especie, que permitió el aislamiento de 20 compuestos y de los cuales sólo
cuatro presentaron una alta actividad inhibitoria con valores de CI 50 de 1.8 a 8.4
μM, correspondiente en su totalidad a alcaloides (61). Con respecto a las especies
A. cherimola y A. muricata este es el primer estudio en donde se reporta la actividad
de los extractos etanólicos junto a las tres fracciones derivadas de estos.
En relación a otras especies de la familia Annonaceae, sólo se ha reportado la
actividad de extractos metanólicos y acuosos extraídos a partir de la raíz y hojas de
Uvaria caffra con una actividad máxima del 99.10% correspondiente al extracto
metanólico de las hojas a 10 mg/mL (62), siendo superior a la concentración
evaluada en el presente estudio. Así mismo, en el estudio de Mulaudzi (62), se
determinó que la actividad depende del solvente empleado para la extracción,
siendo los extractos metanólicos los que obtuvieron un mayor potencial en
comparación con los extractos acuosos (Ver Tabla 1.4.).
En relación con otras familias se determinó que los resultados obtenidos en el
presente estudio son iguales o en su mayoría inferiores a lo obtenidos en estudios
previos (Ver Tabla 1.4.), donde se resalta que los solventes más empleados para la
extracción de compuestos inhibidores de AcHE son solventes orgánicos de alta
polaridad como etanol o metanol.

Adicionalmente, con este estudio se evidenció que el fraccionamiento permite
obtener una mejor actividad inhibitoria de la AcHE (Ver Tabla 1.2.), como se reportó
para la fracción de hexano y acetato de etilo de hojas de Buddleja salviifolia
(Buddlejaceae) cuyos valores IC50 107.40 y 148.90 respectivamente, observándose
un aumento en la inhibición dos o tres veces mayor a lo obtenido para el extracto
metanólico con un valor de IC50 299.60 µg/mL (63). En este mismo sentido, se ha
reportado que la fracción de butanol con un valor IC50 de 0.05 fue hasta 286 veces
más eficiente en comparación a lo obtenido por el extracto etanólico de bulbos de
Ammocharis coranica cuyo valor es de 14.30 µg/mL (Amaryllidaceae) (64).
Tabla 1. 4. Porcentajes de inhibición de la AcHE de especies pertenecientes a
familias reconocidas por su alto contenido de alcaloides.
Familia

Especie

Parte

Solvente

Concentración
usada (mg/mL)

Annonaceae

Uvaria caffra

R

Tabernaemontana
divaricata
Vinca minor
Pueraria candollei
var mirifica
Albizia procera
Butea superba
Cassia fistula
Derris scandens
Mimosa pudica
Mimosa pudica
Vicia faba

R

MeOH
Agua
MeOH
Agua
MeOH

PA
R

EtOH
MeOH

Albizia adianthifolia

C
R
C
R
H
C
H
R

H
Apocynaceae

Fabaceae

Acacia nilotica

Acacia sieberiana
Fumariaceae

Fumaria vaillantii
Fumaria capreolata
Fumaria kralikii
Fumaria asepala
Fumaria densiflora

C
CyR
R
T
TP
TP
TP

TP

MeOH
Agua
CHCl3:
MeOH
(1:1)
ETAC
EtOH
ETAC
EtOH
ETAC
EtOH
CHCl3:
MeOH
(1:1)

Ref

10.00
10.00
10.00
10.00
0.10

Porcentaje
de inhibición
(%)
86.10
79.50
99.10
66.70
93.50

0.50
0.10

3.00
25.26

(66)
(65)

0.10
0.10
0.10
0.10
0.10
0.10
1.00

40.71
55.87
54.13
20.76
21.40
1.68
42.23

(65)
(65)
(65)
(65)
(65)
(67)
(68)

1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00

61.00
45.00
53.00
51.00
53.00
41.00
56.00
60
62
94.23
96.89
84.98
91.99
93.42

(69)
(69)
(69)
(69)
(69)
(69)
(69)
(69)
(69)
(68)
(68)
(68)
(68)
(68)

(62)
(62)
(62)
(62)
(65)

Lauraceae
Magnoliaceae
Myrtaceae

Papaveraceae

Fumaria flabellata
Fumaria petteri
thuretii
Fumaria
macrocarpa
Fumaria cilicica
Fumaria parviflora
Fumaria judaica
Laurus nobilis
Michelia champaca
Syzygium
cordatum
Myrtus communis
Syzygium
aromaticum
Corydalis solida
solida
Glaucium
corniculatum
Corydalis cava

H
H
H
H
Fl
TP
TP

Rubiaceae

Paederia linearis
Rubia cordifolia

Rutaceae

Aegle marmelos

PA
Tb
PA
Tb
PA
Tb
TP
T
T
P

Solanaceae

Withania somnifera

R

Corydalis
intermedia
Corydalis solida

1.00
1.00

92.14
89.45

(68)
(68)

1.00

93.43

(68)

1.00
1.00
1.00
1.00
0.10
10.00
10.00
0.50
0.50

88.03
87.02
96.47
64.30
34.88
88.70
85.30
92.38
16.20

(68)
(68)
(68)
(70)
(65)
(62)
(62)
(71)
(66)

CHCl3:
MeOH
(1:1)

1.00

87.56

(68)

1.00

86.55

(68)

EtOH

MeOH
Agua

0.50
0.50
0.50
0.50
0.50
0.50
0.10
0.10
0.10
0.10
0.10
0.10
0.10

57.00
70.00
21.00
75.00
70.00
76.00
29.31
22.12
5.86
44.65
30.73
75.95
24.60

(66)
(66)
(66)
(66)
(66)
(66)
(65)
(67)
(67)
(65)
(67)
(67)
(67)

EtOH
MeOH
MeOH
Agua
MeOH
EtOH

MeOH
MeOH
Agua
MeOH

Hojas: H, Flor: Fl, Tallo: T, Raíz: R, Pulpa: P, Fruto: Fr, Toda la planta: TP, Parte aérea: PA, Tubérculo: Tb, Corteza: C.

De acuerdo con el análisis estadístico de Duncan (Datos soporte Anexo 11), se
corroboró que el fraccionamiento aumenta la actividad inhibitoria de la enzima, para
A. cherimola este aumento ocurre en la fracción EP y CHCl3: EtOH, en el caso de
A. muricata solo le evidenció el aumento en la actividad proporcionado por la
fracción CHCl3: EtOH y por último se encontró que las tres fracciones derivadas del
extracto etanólico de A. squamosa resultaron ser más efectivas además de ser la
especie con la mayor actividad.
CONCLUSIONES
En el presente trabajo se evidenció que los extractos etanólicos y fracciones
obtenidos a partir de semillas con el método de maceración con etanol al 96% y
acido – base poseen la actividad inhibitoria de la enzima AcHE, adicionalmente se

demostró que el fraccionamiento potencia dicha actividad. Cabe destacar el
potencial de la especie A. squamosa por su alto contenido de metabolitos presentes
en la fracción EP y la actividad de la fracción CHCl3: EtOH. Por lo anterior, las
semillas de especies estudiadas en este trabajo tienen el potencial de ser objeto de
investigación en el aislamiento e identificación de compuestos inhibitorios de AcHE.
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CAPITULO 2. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE EXTRACTOS Y FRACCIONES
ALCALOIDALES DE SEMILLAS DE TRES ESPECIES DEL GÉNERO ANNONA
(ANNONACEAE)
RESUMEN
Dentro del cuadro sintomático que padece una persona con la enfermedad de
Alzheimer (EA), se encuentra el estrés oxidativo como producto de la exacerbación
de radicales libres, desencadenando así la muerte programada (apoptosis) de las
neuronas y por consiguiente el uso de compuestos naturales con propiedades
antioxidantes es de interés para el diseño de fármacos con potencial neuroprotector.
Los frutos de las especies del género Annona poseen importantes propiedades
medicinales e insecticidas atribuidas principalmente a los alcaloides. Sin embargo,
el potencial de las semillas no está siendo aprovechado al ser un residuo postconsumo. En este sentido, este proyecto evaluó la actividad antioxidante de semillas
de Annona muricata, Annona cherimola y Annona squamosa. Para lo cual el
potencial antioxidante de los extractos crudos y las fracciones alcaloidales fue
evaluado por la técnica de captación de radicales (DPPH) y potencial reductor
férrico (FRAP), cuyos resultados fueron expresados como mM eq Trolox/ g de
extracto. En relación al potencial antioxidante se comprobó que el fraccionamiento
de los extractos crudos mejoró la capacidad antioxidante en las especies A.
cherimola y A. muricata, teniendo en cuenta que las fracciones alcaloidales (FA)
presentaron valores en un rango entre 38.23 – 361.87 µmol eq Trolox/ g de FA en
el ensayo de FRAP y 33.42 - 82.66 µmol eq Trolox/ g de FA en DPPH, los cuales
en su mayoría fueron el doble de los obtenidos para los extractos etanólicos en cada
una de las especies. En los dos métodos evaluados se encontró que la FA de CHCl3
de A. muricata y la de CHCl3: EtOH 8:2 de A. squamosa fueron las que presentaron
mayor potencial antioxidante en los ensayos de FRAP y DPPH, respectivamente.
Con este trabajo se contribuye al conocimiento fitoquímico de residuos postconsumo, que permiten evidenciar su potencial para la obtención de antioxidantes
naturales como una alternativa en el tratamiento de la enfermedad.
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INTRODUCCION
La mitocondria es sin lugar a duda el organelo más importante en la célula debido
a que por medio de las reacciones de óxido-reducción es la principal fuente de
energía. Sin embargo, en el mismo proceso para obtener la energía a través de la
cadena de transporte de electrones se van acumulando radicales libres, siendo en
su mayoría especies reactivas de oxígeno (ERO) y especies reactivas de nitrógeno
(1). Las reacciones de oxidación son importantes en las células para llevar a cabo
ciertas funciones, cuando se presenta un exceso en la producción de radicales libres
que sobrepasa la acción protectora que realizan las enzimas con capacidad
antioxidante (superóxido dismutasa, catalasas o peroxidasas), se genera un
desequilibrio que conlleva a que los radicales libres pueden oxidar lípidos, proteínas
y ADN, resultando en la muerte celular programada (apoptosis) (2, 3). Esta
inestabilidad en la mitocondria y la poca defensa antioxidante que posee la célula,
es lo que se llama actualmente estrés oxidativo y es considerado un factor directo
e indirecto con enfermedades como: cáncer, diabetes, cardiovasculares y
neurodegenerativas (4).
El estrés oxidativo ha sido considerado como una de las causas para el desarrollo
y avance de la EA, teniendo en cuenta que en algunos estudios se ha reportado que
una disfunción mitocondrial se relaciona con la exocitosis de glutamato y la
acumulación de placas β-amiloides entre otras reacciones en cascada que
producen un exceso de ERO (5). Recientemente se ha demostrado por medio de
biopsias realizadas a tejidos de pacientes diagnosticados con EA, daños en las
mitocondrias de manera parcial o total, lo que significa una mayor liberación de
radicales libres que agravan el estrés oxidativo en la célula (6). Finalmente, también
se ha relacionado que un aumento en la concentración de hierro, zinc y cobre en el
cerebro, aumenta la formación de placas β-amiloides y desfosforilación de la
proteína Tau, afectando los procesos de óxido-reducción que realiza el hierro para
atrapar el oxígeno (7, 8).
En este sentido, entre los tratamientos actuales para tratar enfermedades
neurodegenerativas se incluye el uso de antioxidantes como el Trolox® y la vitamina
E (5, 9). No obstante, para este tipo de enfermedades se requiere ampliar las
opciones de compuestos antioxidantes, multifuncionales y con bajos efectos
secundarios. De tal modo, las plantas son consideradas como una opción para la
obtención de principios activos, con la capacidad de atrapar radicales libres y
retrasar procesos oxidativos para su uso en el tratamiento de la EA. Por ejemplo, el
uso de extractos de Ginkgo biloba han sido probados por sus propiedades
antioxidantes, entre otras, y por lo cual la “Alzheimer's Association” contempla el
uso de esta planta como una alternativa de tratamiento (10).
Dentro de los metabolitos secundarios de las plantas más importantes e
investigados en la industria farmacéutica se encuentran los alcaloides debido a su
uso medicinal desde hace más de 3000 años como: estimulantes, analgésicos,
anticancerígenos, antibacteriales y antioxidantes (11). Este último efecto, se debe
principalmente a la estructura de los alcaloides, ya que las plantas incorporan
átomos de nitrógeno en cadenas cíclicas y grupos alquilos como donadores de
electrones para captar radicales libres (12). Dentro de las familias de plantas

conocidas por ser ricas en alcaloides se encuentra: Amarilidaceae, Apocynaceae,
Annonaceae, Loganiaceae, Magnoliaceae, Menispermaceae, Papaveraceae,
Ranunculaceae, Rutaceae, Rubiaceae, Solanaceae, Fumariaceae y Lauraceae (13,
14). Actualmente, entre los alcaloides que son reconocidos por su
multifuncionalidad en el tratamiento de los síntomas de la enfermedad, incluido por
su capacidad antioxidante se registran la rivastigmina, berberina y capsaicina (15,
16).
La familia Annonaceae comprende árboles, arbustos y lianas, con distribución en el
trópico y subtrópico (17). Principalmente son reconocidas por su uso en el control
de plagas y propiedades medicinales como: antitumoral, antiplasmodial, antiinflamatoria,
antimicrobiana,
neuroprotectora
y
antioxidante
(18–21).
Adicionalmente, se caracterizan debido a la gran cantidad y diversidad de alcaloides
(isoquinolinicos, protoberberinas y aporfinas) que las especies de esta familia
presentan (17). Dentro del mercado nacional Annona cherimola (Chirimoya),
Annona muricata (Guanábana) y Annona squamosa (Anón) hacen parte de plantas
con frutos comestibles, destacadas por su alto contenido de energético y nutritivo.
Específicamente A. muricata se destaca por su potencial medicinal antitumoral e
hipoglucemiante (22, 23), A. cherimola por su valor nutricional y por sus propiedades
antifúngicas (24, 25) y por último A. squamosa posee propiedades analgésicas, antiinflamatorias, antitumorales y antioxidantes (26–30). Teniendo en cuenta sus
propiedades medicinales, como la actividad neuroprotectora asociado a la
capacidad para captar radicales libres (21). El objetivo de este trabajo consiste en
evaluar la actividad antioxidante de extractos etanólicos y fracciones alcaloidales de
semillas de A. muricata, A. cherimola y A. squamosa.

METODOLOGIA
Ensayo de la actividad de Captación de DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazilo)
A 0.5 mL de cada muestra disuelta previamente en etanol (extractos crudos y
fracciones, referenciadas en el Capítulo 1) a una concentración de 2.1 mg/mL, se
le adicionó 2 mL de solución de DPPH a 0,1 mM en etanol. Las soluciones se
incubaron en oscuridad a 25°C por 30 minutos, una vez terminada la reacción se
prosiguió a medir la absorbancia en el espectrofotómetro Genesys 5 a 517nm. La
curva de calibración se elaboró con una solución de Trolox® (0 – 0.139 mM). Cada
ensayo se evaluó por triplicado y la actividad fue expresada como equivalentes
Trolox® (µmol eq Trolox/ g de extracto o fracción) adicionalmente se calculó la
concentración inhibitoria del 50% (CI50) obtenida en el rango de concentraciones (3
– 0.55 mg/mL) (31).
Ensayo del Potencial Reductor férrico (FRAP)
Se preparó una solución FRAP: buffer acetato a 300 mM pH de 3.6, 10 mM de
solución TPTZ en 40 mM de HCl y 20 mM de cloruro de hierro (III) en las siguientes
proporciones 10:1:1 (v/v). Para evaluar los extractos y fracciones se tomó 60 µL de
una concentración 2.1 mg/mL y se mezcló con 2 mL de la solución FRAP,
posteriormente se incubó a 37 °C por 5 minutos. Pasado este tiempo se determinó

la absorbancia a 593 nm en un espectrofotómetro Genesys 5. Cada ensayo se
evaluó por triplicado y el potencial reductor fue expresado como µmol eq Trolox/ g
de extracto o fracción (32).
Análisis estadístico
Se realizó un análisis descriptivo acompañado de pruebas de normalidad
(Kolmogorov-Smirnov y Shapiro Wilk) y homogeneidad de varianzas (Levene) con
un intervalo de confianza del 95%. Para los datos de la Prueba FRAP se usó la
prueba Duncan y para la metodología DPPH se realizó la prueba de Kruskall Wallis,
Por último, se realizó una prueba de correlación de Spearman. Cada análisis fue
realizado con el programa SPSS.

RESULTADOS
Para evaluar la capacidad antioxidante de los extractos etanólicos y fracciones
alcaloidales (Ver Tabla 2.1.) (Datos soporte Anexo 2 y 3). En el método de DPPH
se determinó que la fracción de CHCl 3: EtOH en las tres especies es la que mejor
actividad presentó con respecto al extracto etanólico correspondiente y a la fracción
CHCl3. En relación al método FRAP, la tendencia donde el fraccionamiento potencia
la actividad antioxidante de las especies evaluadas se presentó sólo en las especies
A. cherimola y A. muricata. En ambos ensayos se determinó una potenciación del
efecto de la actividad a causa del fraccionamiento ácido -base.
Los resultados obtenidos durante los ensayos confirman el alto potencial que tienen
los extractos de estas especies como antioxidantes, de acuerdo a los resultados
obtenidos para la fracción CHCl 3: EtOH de A. squamosa en el caso del método
DPPH (82,66 ±0.87 µmol eq Trolox/ g de extracto) y CHCl 3 de A. muricata (361,87
±3.67 µmol eq Trolox/ g de extracto) en el método FRAP.
Tabla 2. 1. Actividad antioxidante de A. cherimola, A. muricata y A. squamosa por
medio de los ensayos DPPH y FRAP.
Especie

A. cherimola

A. muricata

A. squamosa

Extracto/Fracción

Equivalentes Trolox (µmol eq Trolox/ g de
extracto)
DPPH

FRAP

EtOH

33.42 ±2.31

99.93 ±9.95

CHCl3

37.64 ±1.10

113.19 ±8.03

CHCl3: EtOH

78.59 ±0.77

220.02 ±8.27

EtOH

71.29 ±2.39

194.93 ±2.38

CHCl3

61.71 ±4.51

361.87 ±3.67

CHCl3: EtOH

77.26 ±2.51

257.06 ±8.25

EtOH

33.91 ±4.18

297.00 ±5.83

CHCl3

33.96 ±1.34

38.23 ±3.02

CHCl3: EtOH

82.66 ±0.87

214.54 ±2.38

Promedio ± Desviación estándar, (n=3).

DISCUSIÓN
En la búsqueda de metabolitos secundarios con potencial medicinal, se ha
propuesto como criterio principal la selección de principios activos multifuncionales,
de este modo, este trabajo evaluó la capacidad antioxidante de los extractos por
medio de dos metodologías, DPPH la cual permite evaluar la capacidad de una
sustancia para donar átomos de hidrógeno, mientras que en el ensayo de FRAP se
fundamenta en la donación de electrones a través de reacciones de óxido-reducción
(Ver Figura 2.1. y 2.2.). (33, 34)

Figura 2. 1. Mecanismo de donación de hidrogeno de un antioxidante al compuesto
DPPH, imagen tomada de Marston (34)

Figura 2. 2. Reducción del complejo TPTZ Fe+3 a TPTZ Fe+2, imagen tomada de
Gülcin (35).
Método de captación de radicales libres DPPH
Este trabajo es el primer reporte en la cuantificación de la actividad antioxidante de
extractos y fracciones alcaloidales obtenidas a partir de las semillas de las especies
trabajadas (A. cherimola, A. muricata y A. squamosa). Sin embargo, para A.
muricata y A. cherimola se evaluó la actividad antioxidante por el método de DPPH,
para extractos metanólicos de pulpa con valores de 38.95 y 32.44 µmoles ET/g peso
fresco material vegetal (36), estos valores concuerdan con lo obtenido para los

extractos etanólicos de semillas de A. cherimola e inferiores en comparación con A.
muricata (Ver Tabla 2.1. – 2.2.). Al igual ocurre con los extractos acuosos de pulpa
de A. muricata en donde se reportó un valor de 9 µmol ET/mL (37). No obstante,
ninguno de los casos anteriores supera la actividad de los extractos de semillas
obtenidos en el presente estudio. Por último, no se logró realizar comparaciones
con estudios realizados con A. squamosa debido a que los estudios existentes no
expresan dicha actividad en equivalentes Trolox. Tal como se observa en la Tabla
2.2. (36), las especies de la familia Annonaceae son las que presentan el mayor
potencial antioxidante, el cual es atribuido a la presencia de compuestos volátiles
(38), flavonoides y procianidinas (39), fenólicos (36, 37, 40) y alcaloides (41, 42).
Tabla 2. 2. Capacidad antioxidante por el método de DPPH de especies
reconocidas por su alto contenido de alcaloides (Fuente Murillo (36)).
Familia

Especie

Annonaceae

Annona cherimola

32.46

Annona muricata

38.95

Annona purpurea

0.65

Hymenaea courbaril

9.62

Inga edulis

10.39

Lauraceae

Persea americana

0.68

Myrtaceae

Eugenia uniflora

11.00

Psidium guajava

31.16

Genipa americana

3.04

Morinda citrifolia

15.27

Citrus paradisi

3.82

Citrus aurantifolia

4.14

Citrus sinensis

4.26

Solanum betaceum

10.39

Solanum quitoense

221.50

Fabaceae

Rubiaceae

Rutaceae

Solanaceae

Valor (µmoles ET/g peso fresco)

Teniendo en cuenta que en la mayoría de los estudios sobre la actividad
antioxidante por el método de DPPH, expresan los resultados como concentración
efectiva que atrapa el 50% de los radicales (CE50), fue necesario calcular la actividad
de los extractos etanólicos en dicha unidad a través de una regresión linear con el
software estadístico MiniTab17 (Datos soporte Anexo 4). Donde se puede notar la
mayor actividad del fármaco comúnmente usado (Trolox) con una concentración
hasta 100 veces menor a la obtenida para los extractos de A. cherimola y A.
squamosa y 52 veces para A. muricata. (Ver Tabla 2.3.).

Tabla 2. 3. Valores CI50 (µg/mL) para los extractos etanólicos y fracciones
alcaloidales de las especies A. cherimola, A. muricata y A. squamosa.
Especies

Extractos/ Fracciones

DPPH CI50 (µg/mL)

A. cherimola

EtOH

444.60 ±8.75

CHCl3

423.55 ±20.12

CHCl3: EtOH

196.05 ±7.40

EtOH

228.60 ±23.80

CHCl3

233.76 ±89.12

CHCl3: EtOH

232.69 ±10.71

EtOH

456.48 ±36.41

CHCl3

502.54 ±29.06

CHCl3: EtOH

164.68 ±23.75

A. muricata

A. squamosa

Trolox

4.36 ±0.42

Al comparar lo obtenido en el presente estudio (Ver Tabla 2.3.) se determinó una
menor actividad de los extractos y fracciones de las semillas con respecto a lo
reportado para los extractos etanólicos de pulpa y cáscara de A. cherimola (CI50
72.2 y 57.7 µg/mL) (43), lo que podría estar relacionado con la función de defensa
que tienen los metabolitos secundarios frente a la herbivoría o como protectores de
los rayos UV (38, 44).
En cuanto a la especie A. muricata existen dos reportes sobre la actividad
antioxidante de hojas, el primero con un valor de CI50 70 µg/mL para el extracto
etanólico obtenido por el método Soxhlet (45) y el segundo de 221.5 µg/mL para un
extracto obtenidos con metanol a temperatura ambiente (46), estando este último
acorde a lo encontrado en el presente estudio (Ver Tablas 2.3. y 2.4.) y lo cual
indicaría que para esta especie la actividad antioxidante es mejor cuando se emplea
Soxhlet como método de extracción (47). Adicionalmente, existen otros reportes
sobre A. muricata en los cuales se evalúa la actividad antioxidante de extractos
etanólicos de tallos con un valor de 109 µg/mL (48) siendo dicha actividad mayor en
comparación a lo obtenido en el presente estudio para semillas. Finalmente, el otro
reporte en el que se evaluó la capacidad antioxidante de extractos acuosos
obtenidos a temperatura ambiente a partir de cáscara, pulpa y semillas, con valores
2240, 870 y 5440 µg/mL respectivamente (49), presentando una menor efectividad
a lo obtenido en el presente estudio para el extracto etanólico de las semillas e
indicando que solventes como el etanol permiten obtener una mayor actividad
antioxidante (50).
Por último, para la especie A. squamosa existen tres reportes de actividad
antioxidante para extractos obtenidos de hojas, dos de ellos emplean la misma
metodología de extracción y evaluación de la capacidad antioxidante, pero
presentan resultados diferentes (CI50 de 65 µg/mL (45) y 110 µg/mL (51)), lo cual

puede estar atribuido a la procedencia de cada planta, ya que provienen de lugares
diferentes en el mismo estado de la India (Tamil Nadu). Estos resultados junto con
el tercer reporte para un extracto crudo de cloroformo (CI50 de 308 µg/mL) presentan
un mayor potencial que el obtenido en este estudio para semillas (52).
En comparación con especies de la misma familia se resalta la actividad de los
ácidos grasos obtenidos a partir de semillas de Annona cornifolia con un valor de
CI50 de 3.83 µg/mL (53), superando lo obtenido en este estudio. Sin embargo, se
resalta el potencial antioxidante que presentan los extractos obtenidos en el
presente estudio, teniendo en cuenta que los extractos etanólicos de semillas de A.
cherimola y A. squamosa presentan un mayor potencial antioxidante que los
extractos de pulpa y semillas de Annona sylvatica y pulpa de Annona coriaceae (54).
En comparación a estudios sobre semillas de otras especies de familias reconocidas
por amplia variedad de alcaloides se encontró que la actividad del extracto etanólico
de A. muricata fue superior a los extractos etanólicos provenientes de semillas de
Hymenaea courbaril (Fabaceae) cuyo valor de CI50 fue de 247.9 µg/mL (55), pero
inferior a lo reportado para el extracto metanólico de Mucuna pruriens y etanólico
de Zanthoxylum budrunga (Rutaceae) cuyos valores de CI50 fueron 38.5 µg/mL (56)
y 82.6 µg/mL (57) respectivamente.
Tabla 2. 4. Capacidad antioxidante de especies de la Familia Annonaceae.
Género

Especie

Parte de la
Planta

Solvente de
partida

CI50 (µg/mL)

Ref.

Annona

A. cherimola

Pulpa

Etanol

57.70

(43)

72.20

(43)

109.00

(48)

70.00

(45)

221.52

(46)

870.00

(49)

Pulpa

2240.00

(49)

Semillas

5440.00

(49)

65.00

(45)

110.00

(51)

Cloroformo

308.30

(52)

Cáscara
A. muricata

Tallos

Etanol

Hojas

Pericarpo

A. squamosa

Hojas

Agua

Etanol

A. reticulata

Hojas

Etanol

80.00

(45)

A. cassiflora

Semillas

Etanol: Agua 54.64
(9.5:0.5)
62.40

(50)

Cáscara
Pulpa
A. coriaceae

Pulpa
semillas

Metanol:
Agua (8:2)

(50)

148.82

(50)

822.19

(54)

330.55

(54)

A sylvatica

Pulpa

695.61

(54)

semillas

724.14

(54)

142.20

(58)

79.04

(58)

33.15

(59)

Anaxagorea

A. dolichocarpa

Tallo

Duguetia

D. chrysocarpa

Tallo

D. furfuracea

Hojas

Etanol

Etanol

De acuerdo a lo anterior se evidencia que el potencial antioxidante de los extractos
puede variar según el tipo solvente, método y órgano de la planta utilizados para la
extracción (60). Por ejemplo, el fraccionamiento de los extractos metanólicos de
Guatteria hispida (42) y Annona pickelii (61) obtenidos a partir de los tallos,
evidenciaron que la actividad antioxidante aumenta al realizar el fraccionamiento la
cual fue asociada específicamente a la presencia de alcaloides en estas especies.
Adicionalmente, esto es consistente con lo reportado para extractos etanólicos de
tallos de Anaxagorea dolichocarpa y frutos de Duguetia chrysocarpa, de los cuales
se realizó un fraccionamiento con solventes de polaridad intermedia, obteniendo
que la fracción de CHCl3 de A. dolichocarpa y la fracción de AcOEt D. chrysocarpa
resultaron respectivamente, dos y tres veces más eficientes para atrapar radicales
libres con respecto al extracto etanólico (58). De este modo se resalta el uso
extractos y/o fracciones alcaloidales de especies de la familia Annonaceae como
una alternativa medicinal por su potencial antioxidante.
Dado que los datos obtenidos en el método DPPH no presentaban normalidad se
prosiguió a realizar el Test de Kruskal-Wallis (Datos soporte Anexo 13, Ver Figura
2.3.), en el cual se encontraron diferencias significativas entre las fracciones CHCl3:
EtOH de cada especie con respecto a la fracción CHCl3 y al extracto crudo. Además,
se evidenció que el extracto crudo y la fracción de CHCl3 de A. muricata fueron las
que presentaron la mayor actividad en comparación a las demás especies.

Figura 2. 3. Diagrama de cajas de Kruskal-Wallis para muestras independientes de
extractos etanólicos (EtOH) y fracciones alcaloidales (CHCl 3 y CHCl3: EtOH) de A.
cherimola (C), A. muricata (G) y A. squamosa (A).
Potencial reductor Férrico FRAP
Al igual que la metodología de captación de radicales libres (DPPH), los reportes
que expresan los resultados de actividad antioxidante equivalentes de Trolox son
pocos. Entre los cuales se destaca, los correspondientes a los extractos obtenidos
con metanol, etanol y dimetilformamida a partir de pulpa de A. cherimola, los cuales
fueron de 1.92, 1.77 y 2.75 µmol ET/µL de extracto, evidenciando que los extractos
de dimetilformamida permiten obtener una mayor capacidad reductora (39).
Para las especies A. muricata y A. squamosa no existen reportes que utilicen la
unidad de expresión usada en el presente estudio (equivalentes Trolox) en la
metodología FRAP, pese a esto para A. squamosa se ha reportado que los
solventes acetona y metanol permitieron obtener los extractos con mayor potencial
reductor (62), adicionalmente establecieron que la mejor condición para la obtención
de extractos con propiedades antioxidantes a partir de la cáscara fue empleando
ultrasonido, con una solución de acetona al 30% y a una temperatura de 60°C por
50 min (63). Al igual que ocurrió en el método de DPPH, se ha reportado que la
capacidad de los extractos etanólicos es superior en cuanto a los extractos acuosos,
como lo sucede para lo obtenido en raíces de Uvaria chamae en donde el valor de
IC50 en extracto etanólico es cuatro veces menor que lo obtenido en el extracto
acuoso (64).

Figura 2. 4. Diagrama de cajas de Kruskal-Wallis para muestras independientes de
extractos etanólicos (EtOH) y fracciones alcaloidales (CHCl 3 y CHCl3: EtOH) de A.
cherimola (C), A. muricata (G) y A. squamosa (A).
En base a los resultados de los análisis estadísticos de normalidad y homogeneidad
de varianzas realizado (Datos soporte Anexo 10) se prosiguió a realizar el test de
Duncan (Ver Figura 2.4.) (Datos soporte Anexo 11). El cual realizó hasta 8 grupos
de clasificación cada una con un valor p < 0.05, es decir, que existen diferencias
significativas entre cada extracto, a excepción de la fracción CHCl 3: EtOH de A.
squamosa.

Ensayo FRAP (µmol ET /
g de extracto)

Adicionalmente, se determinó que es baja la correlación entre las dos metodologías
empleadas para la determinación de la capacidad antioxidante, con un índice de
Spearman de 0.34 (Ver Figura 2.5), lo cual puede estar atribuido a que las dos
pruebas utilizadas evalúan dos mecanismos de actividad antioxidante diferentes.
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Figura 2. 5. Regresión linear de las metodologías FRAP y DPPH.
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CONCLUSIONES
A través de este trabajo se determinó que las semillas de las especies del género
Annona presenta potencial antioxidante, el cual se ve potenciado durante el proceso
de fraccionamiento de los extractos etanólicos con solventes de baja polaridad,
específicamente en las fracciones alcaloidales de CHCl 3: EtOH de A. squamosa y
CHCl3 de A. muricata para los ensayos de DPPH y FRAP respectivamente.
De este modo este estudio evidenció que los extractos etanólicos y fracciones
obtenidas previamente a través de maceración con etanol al 96% y acido – base
poseen ambas actividades, demostrando ser superiores para atrapar radicales
libres que para inhibir la enzima, adicionalmente se demostró que el fraccionamiento
ayuda en el aumento de las actividades. Destacándose el potencial alto contenido
de metabolitos en la especie A. squamosa, siendo la fracción CHCl3 de esta especie
la que obtuvo la mejor actividad en ambos ensayos. Convirtiendo así a las especies
estudiadas como objeto de investigación en el aislamiento e identificación de
compuestos inhibitorios de AcHE como antioxidantes.
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CAPÍTULO 3. PERFIL CROMATÓGRAFICO Y RELACIÓN DE LA ACTIVIDAD
ANTIOXIDANTE Y LA INHIBICIÓN DE LA ACETILCOLINESTERASA.
RESUMEN
La cromatografía ha sido la principal herramienta para conocer de manera
cualitativa y cuantitativa la composición de un extracto, y que se ha extendido como
una técnica para evaluar diferentes actividades biológicas (Bioautografía),
complementando así las pruebas cuantitativas realizadas a través de análisis
espectrofotométricos. De este modo, la bioautografía permite identificar
específicamente cuáles son los compuestos de un extracto que poseen la actividad
frente a un revelador específico e incluso funciona como una técnica que permite
detectar la multifuncionalidad. De acuerdo a lo anterior en este trabajo, se evaluó la
actividad antioxidante de los extractos etanólicos y fracciones de las semillas de A:
cherimola, A. muricata y A. squamosa por el método de DPPH e inhibición de la
AcHE por medio de su respectiva prueba espectrofotométrica, adicional a la técnica
de bioautografía. En este sentido, se determinó el porcentaje de actividad de los
extractos y fracciones en los ensayos espectrofotométricos de DPPH y AcHE a una
concentración de 3 mg/mL. Adicionalmente, para los métodos biautográficos fue
necesario determinar los mejores sistemas de elución y posteriormente las placas
fueron reveladas con yodo, Dragendorff, DPPH, β-caroteno y AcHE de manera
independiente. Como resultados se encontró que existe una baja relación entre la
capacidad para captar radicales (DPPH) y la inhibición de la AcHE. La mayoría de
los compuestos eludidos en los tres sistemas de elución seleccionados (baja, media
y alta polaridad), presentaron potencial antioxidante por el método de DPPH,
mientras que en la prueba de β-caroteno sólo fue presentada por los compuestos
de mayor polaridad. Para la inhibición de la AcHE se identificó que la actividad
presentada por los extractos es debida a los alcaloides que eluyeron en el sistema
Diclorometano: metanol (9:1). En conclusión, este estudio demostró que los
compuestos de alta polaridad fueron los que presentaron la actividad antioxidante
en los ensayos de bioautografía de β-caroteno y DPPH como también la inhibición
de la enzima (bifuncionales).
PALABRAS CLAVES
Bioautografía, alcaloides, DPPH, β-caroteno y AcHE

INTRODUCCIÓN
En la fitoquímica la cromatografía siempre ha sido el método principal para separar
e identificar la composición de un extracto. Actualmente, esta metodología
combinado con el uso de reactivos como reveladores (Bioautografía) permite dirigir
los estudios hacia el aislamiento de compuestos activos, con el fin de ahorrar tiempo
y reactivos (1). Teniendo en cuenta, que también permite evaluar la presencia de la
multifuncionalidad de un extracto o compuesto a través de distintos ensayos que
permiten identificar más de una propiedad biológica como: antibacterial, antifúngico,
inhibidores de enzimas o antioxidantes (2), siendo este uno de los principales
objetivos de búsqueda y aislamiento de nuevos principios activos para la industria
farmacéutica.
Actualmente en relación a los ensayos que permiten evaluar la capacidad
antioxidante se han empleado varios métodos debido a que un compuesto puede
tener múltiples mecanismos de acción (3), Sin embargo, muy pocos de estos han
sido adaptados para evaluar la actividad en placa cromatógrafica, encontrando en
este sentido que solo los ensayos de DPPH, ABTS y blanqueamiento de β–caroteno
pueden ser evaluados por bioautografía (2). En este sentido, la metodología de
DPPH es la más reportada en los estudios sobre plantas medicinales (4, 5),
contrario a los pocos reportes en donde se emplea el blanqueamiento de β –
caroteno (6, 7).
En el caso del ensayo de la inhibición de la enzima AcHE se conocen dos
reacciones, la primera de ellas y la más conocida fue desarrollada por Ellman (8),
en la que se determina la inhibición a partir del complejo formado entre el revelador
(DNTB) y el producto obtenido en la hidrólisis que realiza la enzima sobre el sustrato
(ATCI), finalizando con la formación de una coloración amarilla distintiva de la
prueba. La segunda reacción es similar, puesto que la coloración ocurre a partir de
la reacción entre la sal Fast blue (revelador) y el α-naftol (producto de la hidrólisis
que realiza la enzima sobre el acetato de naftilo). Aunque ambas pruebas se pueden
realizar de manera espectrofotométrica también pueden ser realizadas en
bioautografía, sin embargo, la reacción de Ellman en placa presenta dificultades en
la identificación de compuestos inhibidores, al visualizarse como manchas blancas
sobre un fondo amarillo, en comparación con la reacción con sal de Fast Blue, en el
cual se observa un mayor contraste y donde se aprecian como manchas blancas
sobre fondo púrpura. (2).
Adicional a lo anterior, existen estudios en donde se ha buscado una relación entre
la actividad antioxidante e inhibitoria de la AcHE. Por ejemplo, se han realizado
estudios con extractos etanólicos y acuosos de especies medicinales (9–12) y de
frutas exóticas (13). A pesar de existir bastantes estudios donde se evalúan ambas
actividades, pocos son los reportes que han empleado la bioautografía como
complemento de los resultados obtenidos en las pruebas espectrofotométricas (14),
o dirigidos hacia la identificación de los compuestos activos, como por ejemplo, los
alcaloides que pueden ser determinados a través del revelado con el reactivo de
Dragendorff (15, 16). De esta manera, en este trabajo se planteó determinar si los
extractos etanólicos y fracciones de semillas de A. squamosa, A. cherimola y A.
muricata, presentan de manera simultánea la capacidad antioxidante y potencial de

inhibición de la AcHE, mediante pruebas espectrofotométricas y cromatógraficas
dado la falta de investigación y profundización en el potencial que estas especies
presentan.

METODOLOGÍA
Pruebas espectrofotométricas de DPPH e inhibición de la AcHE
Se realizaron las mismas metodologías planteadas en los CAPÍTULOS 1 y 2, para
los ensayos de DPPH y AcHE, evaluando una concentración de 3 mg/mL para los
extractos y fracciones, y en este caso los resultados fueron expresados como
porcentajes de actividad.
Sistemas de elución
Previo a la prueba de bioautografía se realizó un perfil cromatógrafico en placa con
mezclas de solventes de diferente polaridad, (Hexano, Cloroformo, Acetato de etilo,
Metanol, Diclorometano, Acetona) con el fin de determinar los tres mejores sistemas
de elución que permitían obtener una óptima separación.
Bioautografía.
Para identificar si los alcaloides eran los responsables de la actividad antioxidante
y AcHE, se sembraron 10 µL de cada muestra (extractos crudos y fracciones,
referenciadas en el Capítulo 1) a una concentración de 30 mg/mL en placas de
silica gel 60 (Machery-Nagel) y se eluyeron con los sistemas seleccionados: baja
polaridad (Hexano: Acetato 8:2), media (Hexano: Cloroformo: Metanol 6: 3.5: 0.5) y
alta polaridad (Diclorometano: Metanol 9:1). Para cada sistema, se elaboraron cinco
placas las cuales fueron reveladas de manera independiente con los siguientes
reveladores: Yodo (indicador universal), Dragendorff (alcaloides), DPPH, Bcaroteno (actividad antioxidante) y AcHE.
Preparación del reactivo de Dragendorff.
El reactivo de dragendorff modificado fue preparado al disolver 0.85g de subnitrato
de bismuto en 50 mL de una mezcla ácido acético: agua (1:4) (Solución A) y 8g de
yoduro de potasio en 20 mL de agua (Solución B). Luego se realizó una mezcla de
5 mL de solución A con 5 mL de solución B y 20 mL de ácido acético para luego
aforar a 100 mL con agua (17).
Evaluación de capacidad antioxidante.
Para visualizar los compuestos con actividad antioxidante se empleó; DPPH al 0.2%
en etanol y β-caroteno al 0.005% en cloroformo. Posteriormente, las placas
asperjadas fueron expuestas durante 30 min a luz blanca y ultravioleta (254 nm)
respectivamente. Los resultados fueron positivos al observar manchas amarillas en
un fondo violeta al utilizar DPPH y manchas amarillas sobre un fondo blanco en el
ensayo de ß-caroteno (6).

Evaluar la actividad inhibitoria AcHE.
Para lo cual se asperjó con una solución de la enzima acetilcolinesterasa de anguila
eléctrica (AcHE E. C. 3.1.1.7) a 5 U/mL en solución de buffer fosfato 0.1 M (pH 8
con 0,1% de albúmina de suero bovino BSA), las placas secas fueron incubadas a
37°C en cámara húmeda durante 30 min. Posteriormente, se asperjó con una
solución de acetato de α-naftilo a 2,5 mg/mL en etanol y se dejaron en incubación a
37OC en cámara húmeda por 30 min. Finalmente se asperjó con el revelador Fast
Blue B a una concentración de 2,5 mg/mL en agua destilada. Los compuestos
inhibidores de AcHE se observaron cómo manchas blancas en fondo púrpura (1,
16).
Análisis Estadístico.
Se realizó un análisis descriptivo acompañado de pruebas de normalidad
(Kolmogorov-Smirnov y Shapiro Wilk) y homogeneidad de varianzas (Levene) con
un intervalo de confianza del 95% para las pruebas espectrofotométricas. Dado que
los datos de los ensayos de DPPH e inhibición de la AcHE no presentaron
normalidad e igualdad de varianzas se prosiguió a realizar un análisis factorial con
el programa estadístico MiniTab 17. Y por último se realizó una prueba de
correlación de Spearman con el programa SPSS.

RESULTADOS
De acuerdo con los resultados de inhibición de la AcHE y captación de radicales
libres (DPPH) para los extractos etanólicos y fracciones en los ensayos
espectrofotométricos (Ver Tabla 3. 1.) (Datos soporte Anexo 7 y 8) a una
concentración de 3 mg/mL, se determinó que la fracción de CHCl 3: EtOH en ambos
ensayos y para la mayoría especies fue la que presentó la mayor actividad. Sin
embargo, a pesar de evidenciar un aumento en la actividad enzimática al realizar el
fraccionamiento de los extractos etanólicos de las especies A. cherimola y A.
squamosa, este efecto no se presentó en A. muricata. Particularmente, se encontró
que las fracciones de A. squamosa fueron las que presentaron el porcentaje de
inhibición más alto como en los ensayos de actividad enzimática. Adicionalmente,
se identificó que la actividad antioxidante de los extractos y fracciones es superior
a la inhibición de la enzima AcHE. Cabe destacar que la fracción apolar (EP) de A.
squamosa a pesar de no presentar actividad antioxidante de manera destacable, si
lo posee como inhibidores de AcHE.

Tabla 3. 1. Inhibición de la AcHE y capacidad antioxidante del ensayo DPPH de los
extractos y fracciones alcaloidales de A. cherimola, A. muricata y A. squamosa.
Especie

A. cherimola

A. muricata

A. squamosa

Extracto / Fracción

Porcentaje de Actividad (%)
AcHE

DPPH

EtOH

7,65 ±0.79

72.85 ±0.91

EP

8,80 ±0.48

13.19 ±0.25

CHCl3

4,47 ±0.09

72.42 ±1.44

CHCl3: EtOH

11,11 ±1.45

91.35 ±0.58

EtOH

20,25 ±0.89

85.86 ±0.37

EP

14,57 ±0.29

12.05 ±2.59

CHCl3

9,23 ±0.26

84.31 ±0.75

CHCl3: EtOH

13,18 ±1.52

91.06 ±1.12

EtOH

12,66 ±0,46

70.83 ±0.32

EP

23,73 ±2,50

6.98 ±2.06

CHCl3

26,60 ±1,03

72.95 ±11.77

CHCl3: EtOH

23,93 ±2,50

91.87 ±0.14

Promedio ± Desviación estándar

En el estudio cromatográfico se evaluaron trece sistemas de elución en placa (silica
gel 254) para observar la separación de los extractos etanólicos al ser reveladas
con yodo (Datos soporte Anexo 9), de este modo se seleccionaron los sistemas
que permitieron separar con una buena resolución el mayor número de
componentes (Figura 3. 1.) previamente a los ensayos de bioautografía.

Figura 3. 1. Sistemas de elución seleccionadas para los extractos etanólicos, de
izquierda a derecha: Hexano: Acetato 8:2 (baja polaridad), Hexano: Cloroformo:
Metanol 6: 3.5: 0.5 (media polaridad) y Diclorometano: Metanol 9: 1 (alta polaridad).

Figura 3. 2. Perfil cromatógrafico de los extractos y especies en el sistema de
elución de alta polaridad (Diclorometano: Metanol 9:1), de izquierda a derecha:
Yodo, DPPH, β–caroteno, Dragendorff e inhibición de la AcHE. Izquierda a derecha:
AE, GE, CE, AET, GET, CET, ACH, GCH, ACE, GCE y CCE. Donde las especies:
A. squamosa, A. muricata y A. cherimola son representadas con las iniciales (A),
(G), (C), y los extractos: Etanolico, Éter de Petróleo, Cloroformo y Cloroformo:
Etanol con las siguientes (E), (ET), (CH), (CE) respectivamente.
Posteriormente, se procedió a realizar los ensayos de bioautografía, donde
sembraron se determinó que la mayoría de los compuestos, ya sea en forma de
mezcla o individuales en los tres sistemas de elución fueron los que presentaron
actividad antioxidante por el método de DPPH, contrario a los pocos compuestos
que en el sistema de alta polaridad fueron los que revelaron en el ensayo de β–
caroteno y de AcHE y que a su vez corresponden a los alcaloides que corresponden
a las manchas que revelaron con el reactivo de Dragendorff (Ver Figura 3. 2. Por
otro lado, en los ensayos de bioautografía permitieron evidenciar que el
fraccionamiento de alcaloides por polaridad (CHCl 3 y CHCl3: EtOH), no fue el
adecuado, ya que las dos fracciones presentan un perfil cromatográfico similar.

DISCUSIÓN
Como se mencionó anteriormente la bioautografía es una herramienta importante y
versátil en la fitoquímica dado que provee de información complementaria a las
pruebas espectrofotométricas, ya que permite identificar específicamente los
compuestos que presentan una determinada actividad biológica. Adicionalmente
esta prueba se emplea en la búsqueda de nuevos compuestos multidiana, donde
los alcaloides han demostrado, que como compuestos de origen vegetal poseen un
amplio rango de propiedades medicinales de manera simultánea (18).
Comparación de los porcentajes de actividad obtenidos en las pruebas de AcHE y
DPPH
Como uno de los principales objetivos de estudio en plantas medicinales con
potencial farmacéutico radica en la evaluación de la multifuncionalidad. Es así, como
la evaluación de un extracto o un compuesto como inhibidores de la AcHE puede
estar acompañado de pruebas para medir la capacidad antioxidante, en la búsqueda
de blancos terapéuticos para retrasar los efectos de enfermedades
neurodegenerativas como el Alzheimer. Por ejemplo, en el estudio realizado por
Ferreira (9) con diez plantas medicinales de Portugal, se evaluó el potencial
antioxidante e inhibitorio de AcHE, determinándose que los extractos etanólicos de
algunas plantas presentaban un porcentaje mayor de actividad antioxidante en
comparación con las pruebas enzimáticas de AcHE, siendo atribuida especialmente
a los compuestos de alta polaridad. Adicionalmente, se determinó que los aceites
esenciales (fracciones volátiles de baja polaridad), a pesar de no presentar
porcentajes altos de actividad antioxidante, si presentaban una actividad similar en
los ensayos enzimáticos de inhibición de AcHE a lo obtenido para los extractos
etanólicos. En otro estudio en el cual evaluaron seis plantas medicinales
procedentes de Algeria, se encontró que los extractos etanólicos de las hojas de
Myrtus communis (Myrtaceae) y Pistacia lentiscus (Anacardiaceae) obtuvieron los
porcentajes de actividad más altos tanto como en la prueba de DPPH (96.95 – 97.33
%) como inhibición de la AcHE (92.38 – 73.84 %), en donde los autores sugieren
que dicha actividad está asociada precisamente al alto contenido de compuestos
fenólicos (10). Este comportamiento reportado por Ferreira (9) y Amessis (10),
concuerda con lo obtenido para las tres especies de estudio donde las fracciones
polares fueron las que presentaron el mayor potencial antioxidante y las fracciones
no polares a pesar de no poseer un potencial antioxidante, si eran las que
presentaban los porcentajes más altos de inhibición de la enzima AcHE, similares a
los extractos etanólicos de A. muricata y A. squamosa (Tabla 3. 1.).
Adicionalmente, se realizó el análisis factorial correspondiente a cada ensayo
(Datos soporte Anexo 11), teniendo en cuenta que los resultados obtenidos en
ambas pruebas no presentaron normalidad ni homogeneidad de varianzas.
Finalmente se calculó la correlación de los extractos en ambos métodos, obteniendo
un índice de Spearman de 0.04, de este modo se comprobó que los extractos
evaluados a pesar de poseer ambas actividades, estas no presentan ninguna
relación entre ellas.

Relación de los resultados obtenidos en pruebas espectrofotométricas con los
ensayos de Bioautografía
A pesar de lo sencilla y rápida que puede ser la bioautografía, son pocos los estudios
en los cuales se utiliza como herramienta para complementar lo obtenido en las
pruebas espectrofotométricas. En este caso se determinó que las fracciones
alcaloidales obtenidas a partir de las semillas de las especies de estudio, fueron las
que presentaron el mayor número de manchas con capacidad antioxidante e
inhibidores de la AcHE. Así mismo, se observó que los extractos y fracciones de las
tres especies, poseen compuestos de baja polaridad con potencial como inhibidores
de AcHE que a pesar de no revelar con el reactivo de Dragendorff y estar presentes
en las fracciones alcaloidales y la fracción de EP pueden corresponder a otro tipo
de metabolitos que sería interesante aislar, purificar e identificar.
Aún, cuando son pocos los estudios que usan la bioautografía como complemento
de las pruebas cuantitativas, se han utilizado reveladores adicionales para
identificar los compuestos específicos responsables de la actividad de un extracto
o fracción. En un previo reporte orientado hacia la búsqueda de inhibidores de la
enzima AcHE a partir de extractos acuosos y etanólicos de 37 plantas medicinales
de la India (14), determinaron por cromatografía en capa delgada y empleando
como revelador Anisaldehido – ácido sulfúrico, que los sesquiterpernos y esteroles
son los compuestos responsables de la actividad de los dos especies (Withania
somnífera y Nardostachys jatamansi) que presentaron mayor capacidad de
inhibición enzimática en los ensayos espectrofotométricos, acorde con estudios
previos donde se sugiere que los witanólidos y nardosinona poseen propiedades
neurogenerativas (19, 20). En este sentido, las técnicas espectrofotométricas dan
información cuantitativa del potencial de un extracto, mientras la bioautografía
permite identificar y relacionar los patrones de la actividad en las pruebas
espectrofotométricas (cuantitativas) y por ende pueda ser utilizada para el
aislamiento biodirigidos de principios activos (21).
Adicionalmente, en los estudios de Amina (15) y Zheng (16), se encontró que los
alcaloides (revelados con reactivo de Dragendorff) presentes en los extractos
etanólicos de varios órganos de Narcissus papyraceous y Narcissus tazetta, eran
los que poseían actividad enzimática sobre la enzima AcHE. En el segundo trabajo
se demostró que la fracción alcaloidal obtenida a partir de extractos etanólicos de
semillas de cuatro especies del género Peganum eran los que poseían actividad
inhibitoria de la AcHE. Esto ha llevado a que entre los compuestos más estudiados
y reportados en la búsqueda de compuestos inhibidores de la AcHE, se encuentren:
en primer orden los alcaloides 46% (esteroidales, isoquinolinicos, quinolizidínicos,
indol y glicoalcaloides), seguidos de los triterpenos 10%, monoterpenos 7%,
glucósidos, flavonoides y xantonas 2% (22) (23). Destacándose específicamente los
alcaloides como la rivastigmina, berberina y capsaicina, que han sido reconocidos
por poseer ambas propiedades (24, 25).Teniendo en cuenta el alto grado de
relevancia farmacéutica que cumplen los alcaloides en la industria, en el presente
reporte se comprobó que los alcaloides (revelados con el reactivo de Dragendorff)
presentes en las semillas de las especies evaluadas por medio de bioautografía
fueron los que presentaron inhibición de la AcHE.

Adicionalmente, en el presente estudio se demostró que los altos porcentajes de los
extractos etanólicos y fracciones obtenidos en la prueba espectrofotométrica de
DPPH correspondían a que la mayoría de los compuestos en los tres sistemas de
elución presentaban esta actividad. Adicionalmente, en el sistema de elución
(Diclorometano: Metanol 9:1) para la prueba de blanqueamiento de β–caroteno
junto con el revelador de alcaloides (Drangendorff), permitieron identificar que son
los alcaloides de mayor polaridad los que poseen el potencial antioxidante, además
de presentar la inhibición de la acetilcolinesterasa y por ende da información sobre
multifuncionalidad que este tipo de compuestos posee.
En cuanto a compuestos que poseen la capacidad de atrapar radicales libres de
DPPH, se ha determinado a través de la bioautografía que el ácido rosmarínico,
luteolina, apigenina y crisoieriol, de la fruta de Perilla frutescens, son los compuestos
responsables de la actividad antioxidante (21) y en el caso de la prueba de β–
caroteno se encontró que los flavonoides de los frutos de Arichia hypogoea poseen
la capacidad antioxidante a través del mecanismo de protección contra luz UV (26).
Por lo anterior, se recomienda realizar pruebas adicionales con reactivos
específicos que permitan identificar los otros tipos de compuestos presentes en los
extractos y fracciones y que puedan ser los responsables del potencial de las dos
actividades evaluadas y que fueron visualizados en los sistemas de baja y mediana
polaridad. Entre estos reveladores se propone anisaldehido y ácido sulfúrico para
terpenoides y esteroides, vainillina-ácido sulfúrico para fenoles y alcoholes de alto
peso molecular, cloruro de aluminio para flavonoides, cloruro de zinc para
sapogeninas esteroidales, el reactivo de Carr- Price para carotenoides, glicosidados
esteroidales y terpenoides, hidróxido de potasio para cumarina y antraquinonas y
Folin Ciocalteau para fenoles, entre otros (17).

CONCLUSIONES
En el presente capitulo se evidenció que los extractos y fracciones obtenidos a partir
de las especies estudiadas poseen ambas actividades, de las cuales la capacidad
antioxidante que presentan estas especies es mayor en comparación a la inhibición
de la enzima AcHE. Adicionalmente, la bioautografía permitió identificar que los
alcaloides de mayor polaridad, además de poseer la actividad enzimática son los
únicos que presentan la capacidad antioxidante por ambas metodologías. De este
modo, éste estudio aportó al conocimiento del potencial de estas especies con
ayuda de bioautografía para evaluar la multifuncionalidad de los extractos, y como
una herramienta que complementa las pruebas espectrofotométricas, al establecer
que los alcaloides son los compuestos responsables de ambas actividades de las
tres especies de este estudio.
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RECOMENDACIONES GENERALES

Con este estudio se recomienda continuar con el aislamiento, purificación e
identificación de los compuestos bioactivos, con el fin de contribuir al conocimiento
fitoquímico de residuos post consumo de especies de alta importancia económica,
farmacológica y nutricional de la flora Colombiana.
Es necesario continuar con la evaluación de los compuestos encontrados en los
extractos de las semillas por su potencial antioxidante in vivo a través de los
ensayos de oxidación de lípidos, proteínas y ADN, biomarcadores de inflamación y
pruebas de supervivencia, que permita profundizar hacia el mecanismo de acción
que estos extractos presentan.
Para conocer el potencial de estas especies (A. cherimola, A. muricata y A.
squamosa) para el tratamiento del Alzheimer es necesario realizar estudios en
cultivos celulares, tales como crecimiento dendrítico, regeneración neuronal y
estudios con ratones donde se puede observar el efecto de diferentes tratamientos
en la reducción y control de comportamientos que involucran el sistema nervioso
central, para ampliar el rango de alternativas para el tratamiento de enfermedades
neurodegenerativas
Finalmente, se propone continuar con estudios de estructura-actividad a partir de
herramientas como la química computacional, para la realización de estudios de
acoplamiento molecular o docking, con el fin de conocer la interacción de un ligando
con el sitio activo de una proteína sin recurrir a experimentos in vivo.
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Los resultados obtenidos en el presente estudio serán divulgados en dos
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ANEXOS
Anexo 1. Datos y rendimientos de la obtención de extractos crudos y fracciones alcaloidales de semillas de A. cherimola, A. muricata y A. squamosa.
P semillas
P Extracto
R Etanólico
P del extracto usado en
PF EP RF EP
PF CHCl3 RF CHCl3
Especies
secas (g)
Etanolico (g)
(%)
Acido-Base (g)
(g)
(%)
(g)
(%)
A. cherimola
622
23.18
3.72
16.60
4.01
24.15
7.93
47.77
A. muricata
537
29.51
5.49
3.00
0.76
25.33
1.69
56.33
A. squamosa
531
106.5
20.05
20.03
13.65
68.14
2.26
11.28
P: Peso, R: Rendimiento, F: Fracción, EP: Éter de Petróleo, CHCl3: Cloroformo, CHCl3:EtOH: Cloroformo-Etanol, SLN: Solución Acuosa,

PF CHCl3:EtOH
(g)
0.53
0.12
0.89

RF CHCl3:EtOH
(%)
3.19
4.00
4.44

P SLN
(g)
4.13
0.34
3.38

R SLN
(%)
24.87
11.33
16.87

Anexo 2. Datos de ensayo DPPH para los extractos crudos y fracciones alcaloidales de semillas de A. cherimola, A. muricata y A. squamosa.
Especies

Fracción muestreada

Concentración usada (mg/mL)

A. cherimola

EtOH
2.1
CHCl3
CHCl3:EtOH
A. muricata
EtOH
CHCl3
CHCl3:EtOH
A. squamosa
EtOH
CHCl3
CHCl3:EtOH
R: Replica, EtOH: Etanólica, CHCl3: Cloroformo, CHCl3:EtOH: Cloroformo-Etanol

Concentración Final
Factor de dilución (1/5)
0.42

Absorbancia
R1
R2
0.471
0.48
0.458
0.436
0.119
0.135
0.136
0.185
0.180
0.257
0.169
0.117
0.442
0.526
0.481
0.498
0.074
0.092

Umol/ g extracto
R1
R2
35.19
34.29
36.48
38.67
79.25
77.74
68.56
72.99
64.18
56.51
74.51
79.44
38.08
29.71
34.26
32.5
83.52
81.82

R3
0.515
0.445
0.124
0.192
0.275
0.134
0.484
0.584
0.083

Promedio
R3
30.8
37.78
78.78
72.33
64.46
77.83
33.96
35.15
82.67

33.42
37.64
78.59
71.29
61.71
77.26
33.91
33.96
82.66

Desviación
estándar (±)
2.31
1.10
0.77
2.39
4.51
2.51
4.18
1.34
0.85

Anexo 3. Datos de ensayo FRAP para los extractos crudos y fracciones alcaloidales de semillas de A. cherimola, A. muricata y A. squamosa.
Especies
A. cherimola

Fracción muestreada

Concentración usada (mg/mL)

EtOH
2.1
CHCl3
CHCl3:EtOH
A. muricata
EtOH
CHCl3
CHCl3:EtOH
A. squamosa
EtOH
CHCl3
CHCl3:EtOH
R: Replica, EtOH: Etanólica, CHCl3: Cloroformo, CHCl3: EtOH: Cloroformo-Etanol

Concentración Final
Factor de dilución (1/34)
0.42

Absorbancia
R1
R2
0.456
0.470
0.501
0.491
0.771
0.756
0.690
0.695
1.081
1.090
0.851
0.817
0.918
0.931
0.326
0.333
0.746
0.735

R3
0.484
0.527
0.733
0.701
1.073
0.849
0.945
0.340
0.741

Umol/ g extracto
R1
R2
91.426
97.48
110.89
106.56
227.66
221.17
192.63
194.79
361.72
365.62
262.25
247.55
291.23
296.85
35.204
38.231
216.84
212.09

Promedio
R3
110.89
122.13
211.22
197.38
358.26
261.39
302.91
41.258
214.68

99.93
113.19
220.02
194.93
361.87
257.06
297.00
38.231
214.54

Desviación
estándar (±)
9.95
8.03
8.27
2.38
3.67
8.25
5.83
3.02
2.38

Anexo 4. Resultados de CE50 de extractos EtOH de A. cherimola, A. muricata y A. squamosa.
Concentración /
Especies

A. cherimola

A. muricata

Absorbancia
600
540
420
360
300
Ecuación regresión
Linear

R1
R2
0.214
0.229
0.387
0.371
0.409
0.391
0.471
0.480
0.558
0.528
Y = -3,84
+ 0.1217 X

Porcentaje de inhibición (%)
R3
R1
0.221
73.77
0.434
56.80
0.405
54.35
0.515
47.43
0.499
37.72
Y= -1.67
+ 0.11821 X

R2
R3
71.93
72.85
58.59
51.56
56.36
54.79
46.42
42.52
41.01
44.30
Y= -2.6
+ 0.1158 X

CE50 (µg/mL)
444.57 ±8.76
R: Replica, CE50: Concentración Efectiva 50%

A. squamosa

Absorbancia

Porcentaje de inhibición (%)

R1
R2
0.107
0.086
0.113
0.090
0.136
0.103
0.248
0.185
0.325
0.311
Y = 20.28
+ 0.1216 X

R3
R1
0.089
88.05
0.090
87.38
0.134
84.82
0.192
72.32
0.328
63.72
Y = 26.4
+ 0.1175 X

R2
R3
90.92
90.61
90.50
90.50
89.13
85.86
80.48
79.74
67.19
65.40
Y = 18.7
+ 0.1305 X

228.36 ±23.93

Absorbancia
R1
R2
0.259
0.276
0.326
0.327
0.353
0.394
0.426
0.442
0.524
0.494
Y = 1.00
+ 0.11836 X

Porcentaje de
inhibición (%)
R1
R2
71.09
70.88
63.61
65.50
60.60
58.43
52.45
53.37
41.51
47.89
Y = 8.27 + 0.10544 X

404.88 ±12.88

Anexo 5. Curvas de calibración de Trolox para ambos ensayos
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Anexo 6. Datos inhibición de AcHE de los extractos crudos y fracciones de semillas de A. cherimola, A. muricata y A. squamosa.
Especie

Fracción
Muestreada

Concentración
Inicial

Concentración Final
Factor de dilución (1/10)

Absorbancia

R1
R2
EtOH
5 mg/mL
0.5 mg/mL
2.378
2.384
EP
0.988
0.962
CHCl3
1.808
1.810
CHCl3:EtOH
1.696
1.705
A. muricata
EtOH
0.877
0.857
EP
1.094
1.097
CHCl3
0.802
0.817
CHCl3:EtOH
0.943
0.931
A. squamosa
EtOH
1.425
1.415
EP
1.452
1.462
CHCl3
1.390
1.402
CHCl3:EtOH
1.070
1.062
R: Replica, EtOH: Etanólica, EP: Eter de petróleo, CHCl3: Cloroformo, CHCl3:EtOH: Cloroformo-Etanol
A. cherimola

R3
2.397
0.980
1.805
1.686
0.865
1.088
0.812
0.935
1.420
1.458
1.388
1.066

Blanco

Absorbancia corregida

0.872
0.340
0.266
0.297
0.293
0.679
0.207
0.544
0.982
1.085
1.049
0.705

R1
1.506
0.648
1.542
1.399
0.584
0.415
0.595
0.399
0.443
0.367
0.341
0.365

R2
1.512
0.622
1.544
1.408
0.564
0.418
0.610
0.387
0.433
0.377
0.353
0.357

R3
1.525
0.64
1.539
1.389
0.572
0.409
0.605
0.391
0.438
0.373
0.339
0.361

Porcentaje de
inhibición
R1
R2
6.80
6.43
13.25 16.73
4.57
4.45
13.42 12.87
21.82 24.49
21.10 20.53
20.34 18.34
24.14 26.42
11.40 13.40
26.60 24.60
31.80 29.40
27.00 28.60

Promedio
R3
5.63
14.32
4.764
14.04
23.42
22.24
19.00
25.66
12.40
25.40
32.20
27.80

6.29
14.77
4.59
13,44
23.24
21.29
19.23
25.41
12.40
25.53
31.13
27.80

Desviación
estándar
(±)
0.60
1.78
0.15
0.58
1.34
0.87
1.02
1.16
1.00
1.00
1.51
0.80

Anexo 7. Datos inhibición de AcHE de los extractos crudos y fracciones de semillas de A. cherimola, A. muricata y A. squamosa.
Especie

Fracción
Muestreada

Concentración
Inicial

Concentración Final
Factor de dilución (1/10)

Absorbancia

R1
R2
EtOH
3 mg/mL
0.3 mg/mL
2.129
2.122
EP
1.960
1.971
CHCl3
1.709
1.706
CHCl3:EtOH
1.618
1.633
A. muricata
EtOH
0.793
0.784
EP
0.920
0.918
CHCl3
0.893
0.891
CHCl3:EtOH
0.852
0.843
A. squamosa
EtOH
1.126
1.13
EP
1.225
1.20
CHCl3
1.095
1.086
CHCl3:EtOH
0.856
0.879
R: Replica, EtOH: Etanólica, EP: Eter de petróleo, CHCl3: Cloroformo, CHCl3:EtOH: Cloroformo-Etanol
A. cherimola

R3
2.104
1.975
1.708
1.664
0.780
0.917
0.889
0.836
1.130
1.212
1.095
0.876

Blanco

Absorbancia corregida

0.626
0.495
0.164
0.202
0.190
0.469
0.213
0.387
0.692
0.831
0.725
0.490

R1
1.503
1.465
1.545
1.416
0.603
0.451
0.680
0.465
0.434
0.394
0.370
0.366

R2
1.496
1.476
1.542
1.431
0.594
0.449
0.678
0.456
0.438
0.369
0.361
0.389

R3
1.478
1.480
1.544
1.462
0.590
0.448
0.676
0.449
0.438
0.381
0.370
0.386

Porcentaje de
inhibición
R1
R2
6.99
7.42
9.34
8.66
4.39
4.57
12.37 11.44
19.27 20.48
14.25 14.63
8.96
9.23
11.59 13.30
13.20 12.40
21.20 26.20
26.00 27.80
26.80 22.20

Promedio
R3
8.53
8.41
4.45
9.52
21.01
14.82
9.50
14.63
12.40
23.80
26.00
22.80

7.65
8.80
4.47
11.1
20.25
14.57
9.23
13.18
12.66
23.73
26.60
23.93

Desviación
estándar
(±)
0.79
0.48
0.09
1.45
0.89
0.29
0.26
1.52
0.46
2.50
1.03
2.50

Anexo 8. Porcentajes de captación de radicales libres DPPH de los extractos y fracciones de semillas de A. cherimola, A. muricata y A. squamosa.
Especie

Fracción Muestreada

Concentración Inicial

Concentración Final Factor de dilución (1/5)

A. cherimola

EtOH
3 mg/mL
0.3 mg/mL
EP
CHCl3
CHCl3:EtOH
A. muricata
EtOH
EP
CHCl3
CHCl3:EtOH
A. squamosa EtOH
EP
CHCl3
CHCl3:EtOH
R: Replica, EtOH: Etanólica, EP: Eter de petróleo, CHCl3: Cloroformo, CHCl3:EtOH: Cloroformo-Etanol

Absorbancia
R1
R2
0.214 0.229
0.706 0.709
0.228 0.212
0.088 0.081
0.118 0.116
0.695 0.737
0.133 0.13
0.094 0.087
0.236 0.241
0.778 0.746
0.226 0.314
0.076 0.078

R3
0.221
0.710
0.235
0.077
0.112
0.721
0.121
0.073
0.237
0.753
0.122
0.077

Porcentaje
R1
R2
73.77 71.93
13.48 13.11
72.05 74.01
90.71 91.45
85.53 85.78
14.82 9.68
83.70 84.06
90.08 90.82
71.07 70.46
4.656 8.578
72.30 61.51
91.98 91.77

Promedio
R3
72.85
12.99
71.20
91.87
86.27
11.64
85.17
92.29
70.95
7.720
85.04
91.87

72.85
13.19
72.42
91.35
85.86
12.05
84.31
91.06
70.83
6.985
72.95
91.87

Desviación
estándar (±)
0.91
0.25
1.44
0.58
0.37
2.59
0.76
1.12
0.32
2.06
11.77
0.10

Anexo 9. Sistemas de elución de extractos etanólicos de A. cherimola, A. muricata y A. squamosa preliminares.
Hexano Cloroformo 6:4

Hexano Cloroformo 5:5

Hexano: Cloroformo: Acetona
6: 3: 1

Hexano:
Cloroformo:
Metanol 6: 3.5: 0.5

Hexano Acetona 8:2

Hexano: Acetato 8:2

Cloroformo: Acetato 8:2

Cloroformo: Metanol 9:1

Cloroformo: Metanol: Acetona
9: 0.5: 0.5

Diclorometano: Metanol 9: 1

Acetato: Metanol 8:2

Acetona: Metanol 7:3

Hexano Acetato
7:3

Anexo 10. Perfil cromatógrafico de los extractos de las especies en los tres sistemas de elución
DPPH

β- caroteno

Dragendorff

AcHE

Diclorometano: Metanol 9:1

Hexano: Cloroformo: Metanol 6: 3.5:
0.5

Hexano: Acetato 8:2

Yodo

Siembra de las especies: A. squamosa (A), A. muricata (G), A. cherimola (C) y extractos: Etanolico (E), Eter de Petróleo (ET), Cloroformo (CH), Cloroformo: Etanol (CE). Orden del sembrado de
izquierda a derecha: AE, GE, CE, AET, GET, CET, ACH, GCH, ACE, GCE y CCE.

Anexo 11. Pruebas de normalidad y homogeneidad de varianzas

DPPH

A

Método
FRAP A

DPPH B

AcHE C

Test

pppSignificanc
Significanc
Significanc
valu
valu
valu
ia
ia
ia
e
e
e
Kolmogoro
0.25
0.30
0.13
v-Smirnov
0 0.000
4
0.000
9
0.192
Shapiro0.82
0.74
0.94
Wilk
0 0.000
7
0.000
9
0.208
2.36
3.89
1.44
Levene
1 0.062
0 0.003
0
0.247
A: µmol / mg de extracto, B: Porcentaje (%), C: 5 mg/mL, D: 3 mg/mL.

pvalu
e
0.10
4
0.94
4
1.32
0

AcHE D
pvalu
e
0.15
9
0.92
0
2.91
7

Significanc
ia
0.200
0.067
0.273

Significanc
ia
0.022
0.012
0.014

Anexo 12. Test de Duncan del ensayo FRAP
Muestra

N

Subconjunto para alfa = 0.05
1

2

3

4

5

6

ACHCl3

3

CEtOH

3

CCHCl3

3

GEtOH

3

ACHCl3:EtOH

3

214,5373

CCHCl3:EtOH

3

220,0157

GCHCl3:EtOH

3

AEtOH

3

GCHCl3

3

Sig.

7

8

38,231
97,4803
113,1933
194,9317

257,0643
296,9963
361,868
1

1

1

1

0,265

1

1

1

Anexo 13. Test de Duncan del ensayo AcHE (5mg/mL)
Muestra2

N

Subconjunto para alfa = 0.05

CCHCl3

3

4,6

CEtOH

3

6,2933

AEtOH

3

12,4

CCHCl3:EtOH

3

13,45

CEP

3

GCHCl3

3

GEP

3

GEtOH

3

GCHCl3:EtOH

3

25,4133

AEP

3

25,5333

ACHCl3:EtOH

3

ACHCl3

3

1

Sig.

2

3

4

5

6

7

8

9

13,45
14,7667
19,2333
21,29
23,25

27,8
31,1333
0,065

0,243

0,146

1

1

1

0,892

1

1

Anexo 14. Test de Kruskall Wallis del ensayo DPPH (%)
N total
Estadístico de prueba
Grados de libertad
Significancia asintótica (Prueba bilateral)

27
24.296
8
0.002

Anexo 15. Resultados de Regresión Factorial General de AcHE (Especie vs Fracción)

Factor Information
Factor Levels Values
Especie
3 A. C. G
Fraccion
4 Cloroformo. Cloroformo:
Etanol. EP. EtOH

Analysis of Variance
Source
DF Adj SS Adj MS FValue P-Value
Model
11 1732,23 157,475
94,20 0,000
Linear
5 1184,81 236,962 141,75
0,000
Especie
2 1131,90 565,948
338,55 0,000
Fraccion
3 52,92 17,639 10,55
0,000
2-Way Interactions 6 547,41 91,236 54,58
Especie*Fraccion 6 547,41 91,236 54,58
Error
24 40,12 1,672
Total
35 1772,35

0,000
0,000

Model Summary
S R-sq R-sq(adj) R-sq(pred)
1,29293 97,74% 96,70%
94,91%

Coefficients
Term
Coef SE Coef T-Value P-Value VIF
Constant
14,687 0,215 68,16 0,000
Especie
A
7,047 0,305 23,12 0,000 1,33
C
-6,673 0,305 -21,90 0,000 1,33
Fraccion
Cloroformo
-1,249 0,373 -3,35 0,003 1,50
Cloroformo: Etanol 1,391 0,373 3,73 0,001 1,50
EP
1,019 0,373 2,73 0,012 1,50
Especie*Fraccion
A Cloroformo
6,116 0,528 11,59 0,000 2,00
A Cloroformo: Etanol 0,809 0,528 1,53 0,138 2,00
A EP
0,981 0,528 1,86 0,075 2,00
C Cloroformo
-2,289 0,528 -4,34 0,000 2,00
C Cloroformo: Etanol 1,714 0,528 3,25 0,003 2,00
C EP
-0,225 0,528 -0,43 0,674 2,00

Regression Equation
AcHE = 14,687 + 7,047 Especie_A - 6,673 Especie_C - 0,374 Especie_G
- 1,249 Fraccion_Cloroformo + 1,391 Fraccion_Cloroformo: Etanol + 1,019 Fraccion_EP
- 1,161 Fraccion_EtOH + 6,116 Especie*Fraccion_A Cloroformo + 0,809 Especie*Fraccion_A
Cloroformo: Etanol + 0,981 Especie*Fraccion_A EP - 7,906 Especie*Fraccion_A EtOH
- 2,289 Especie*Fraccion_C Cloroformo + 1,714 Especie*Fraccion_C Cloroformo: Etanol

- 0,225 Especie*Fraccion_C EP + 0,800 Especie*Fraccion_C EtOH
- 3,827 Especie*Fraccion_G Cloroformo - 2,523 Especie*Fraccion_G Cloroformo: Etanol
- 0,757 Especie*Fraccion_G EP + 7,106 Especie*Fraccion_G EtOH

Fits and Diagnostics for Unusual Observations
Obs AcHE Fit Resid Std Resid
16 21,200 23,733 -2,533
-2,40 R
17 26,200 23,733 2,467
2,34 R
34 26,800 23,933 2,867
2,72 R
R Large residual
.

Anexo 16. Resultados de Regresión Factorial General de DPPH (Especie vs Fracción)
Factor Information
Factor Levels Values
Especie
3 A. C. G
Fraccion
4 Cloroformo. Cloroformo:
Etanol. EP. EtOH

Analysis of Variance
Source
DF Adj SS Adj MS
F-Value P-Value
Model
11 35865,8 3260,5
252,13 0,000
Linear
5 35514,7 7102,9
549,25 0,000
Especie
2 385,4 192,7
14,90 0,000
Fraccion
3 35129,3 11709,8
905,49 0,000
2-Way Interactions 6 351,0 58,5
4,52 0,003
Especie*Fraccion 6 351,0 58,5
Error
24 310,4 12,9
Total
35 36176,1

4,52

0,003

Model Summary
S R-sq R-sq(adj) R-sq(pred)
3,59611 99,14% 98,75%
98,07%

Coefficients
Term
Coef SE Coef T-Value P-Value VIF
Constant
63,815 0,599 106,47 0,000
Especie
A
-3,152 0,848 -3,72 0,001 1,33
C
-1,358 0,848 -1,60 0,122 1,33
Fraccion
Cloroformo
12,75 1,04 12,28 0,000 1,50
Cloroformo: Etanol 27,62 1,04 26,60 0,000 1,50
EP
-53,07 1,04 -51,12 0,000 1,50
Especie*Fraccion
A Cloroformo
-0,46 1,47 -0,31 0,758 2,00
A Cloroformo: Etanol 3,60 1,47 2,45 0,022 2,00
A EP
-0,61 1,47 -0,41 0,683 2,00
C Cloroformo
-2,78 1,47 -1,89 0,070 2,00
C Cloroformo: Etanol 1,28 1,47 0,87 0,393 2,00
C EP
3,81 1,47 2,59 0,016 2,00

Regression Equation
DPP = 63,815 - 3,152 Especie_A - 1,358 Especie_C + 4,510 Especie_G
+ 12,75 Fraccion_Cloroformo + 27,62 Fraccion_Cloroformo: Etanol - 53,07 Fraccion_EP
+ 12,70 Fraccion_EtOH - 0,46 Especie*Fraccion_A Cloroformo + 3,60 Especie*Fraccion_A
Cloroformo: Etanol - 0,61 Especie*Fraccion_A EP - 2,53 Especie*Fraccion_A EtOH
- 2,78 Especie*Fraccion_C Cloroformo + 1,28 Especie*Fraccion_C Cloroformo: Etanol
+ 3,81 Especie*Fraccion_C EP - 2,30 Especie*Fraccion_C EtOH + 3,24 Especie*Fraccion_G
Cloroformo - 4,87 Especie*Fraccion_G Cloroformo: Etanol - 3,20 Especie*Fraccion_G EP
+ 4,84 Especie*Fraccion_G EtOH

Fits and Diagnostics for Unusual Observations

Obs DPP Fit Resid Std Resid
26 61,52 72,96 -11,44
-3,90 R
27 85,05 72,96 12,09
4,12 R
R Large residual

